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51. JOHDANTO
Kemikaalien käytön lisääntyessä jatkuvasti kaikkialla maail
massa, on yhä enemmän huomiota kiinnitetty niihin riskeihin,
joita elinympäristön kemikalisoituminen aiheuttaa niin luon
nolle kuin ihmisen terveydellekin. Näin ollen on ymmärrettä
vää, että erilaisten toksisuustestien määrä ja asiaa koskevat
säädökset ja suositukset ovat teollistuneissa maissa alkaneet
viime aikoina lisääntyä nopeasti.
Tehdyssä kirjallisuusselvityksessä pyrittiin luomaan yleis
katsaus kotimaassa ja ulkomailla käytettyihin jätevesien tok
sisuustestausmenetelmiin. Huomiota kiinnitettiin lisäksi myös
erilaisten kansallisten ja kansainvälisten järjestöjen kont
rolliluonteisiin testeihin ja testisuosituksiin. Tavoitteena
oli luoda tiedollista pohjaa teollisuusjätevesien toksisuus—
kysymysten käsittelyyn. Kirjallisuuskatsauksen pohjana oli
ennen kaikkea Langin ja Nikusen (1982) laatima selvitys, jota
on jätevesien osalta täydennetty.
Työn kokeellisen osan ensisijaisena tarkoituksena oli tutkia
Sköldvikin alueen kemianteollisuuden jätevesien mahdollisia
myrkkyvaikutuksia kaloihin. Aiemmin on alueen kaloista löy
detty Pekema Oy:n katselmustoimituksen yhteydessä merkkejä
vinyylikloridikertymistä ja Persson ym. (1978) taas ovat to
denneet dietyyliheksyyliftalaatin rikastumista alueen vesi
eliöihin.
Tutkimuksessa selvitettiin merivesitunnelin kautta lasketta—
vien jätevesien fysiologisia vaikutuksia kirjoloheen sumpu
tuskokeen avulla. Vaikutuksia arvioitiin analysoimalla tutki
tuista kalaryhmistä tärkeimmät kalojen kuntoa ja mahdollisia
kudosvaurioita osoittavat suureet, minkä lisäksi erityistä
huomiota kiinnitettiin vierasaineenvaihduntaan.
6Kalatestien taustatiedoksi määritettiin er&idtft atkgiifi 1
jätevesikomponenttien pitöisuuksia urkualdäöii itedei€& dök
mahdollisen bioakkumulaation selvittämisSksi ad&tö€ttj&t
ja luonnosta kevättalvella pyydettyjen kalojet ttdäfliflä;
Alueen teollisuuslaitosten jätevesien &cuutti& täflittitt&
sekä vaikutuksia lisääntpMiseen selvitettiin teköiäflI& U.4
tejä Daphnia magnaevesikitpuilla
Jätevesien mahdollisia gerleettisiä vaikutuksia tttiittffn
tekemällä mutageenisuuskokeita konsentroiduistå 5*tet5iMft
teistä ja purkupaikalta pyydettyjen kalojen izaJtäISt& Iekä
pohjasedimentistä valmistetuista uutteista. Eddiledfl flrit
tim arvioimaan käytettyjen menetelmien soveltuvuuttå jt
vesien vesistövaikutusten mittaamiseen.
2.JÄTEVESIEN TOKSISUUSTESTAUt
2.1 YLEISTÄ
Jätevesien toksisuustestausmenetelMien kehi€tSiiidi’i 6tt fltt’
nut Huomattavasti kemikaalitestausta myöhemmin. ¶tbksiuus
kysymysten jääminen perinteisessä vesienduojelutö’iihidittssa
taka-alalle on ilmeisesti johtunut Siitä, että 5tdWfdfi
muut haittavai-kutukset, katefl veiflueidfi 5flff
ulottuva hapettomuus ja tehevöityui4zfdn, 6ø’at tf6tt* i!dWPfr
tavina ilmiöinä tuntufleet vähemaän tunWdttiflS dF9iI?2fWItiflrdIS’
sia keskeiseniltä ÖngelnFilta. ffae$ kiaiittdvtf.
sittemmin vähentyessä öff huöffliotw dltttu ttt&tfW WffdSdMt
kiinnittää myrkyllisiin aineisiin, jotkä? Y6&ff i?ddtut *hWf’
tavasti muuttamatta saattavat vaikuffaS hwtI-ia-t we&
vesiekosysteemiin. Myös yleisen tidt6i&Wxdötf l1itffiWhfdt
elinympäristössäame jatkuvan kehHJealtWd&tbiWWet flbtftdWWt
terveydelle aiheuttamista riskWistW dnf idbi€tt(i*E *WfftdWt
toksisuustutkimuksefle ntröht&tsiikWi-.
7Jätevesien myrkyllisyyden tutkiminen on ollut vilkkainta Kae
nadassa ja Yhdysvalloissa, myös Ruotsissa ja eräissä muissa
Euroopan maissa on jonkin verran suoritettu erilaista toksi—
suustestejä. Suomessa tämän alan tutkimuksia on toistaiseksi
tehty melko vähän, mutta tilanne on ilmeisesti muuttumassa
ja myrkyllisyystestejä on jo tehty esim. jätevesilupien hake
misen yhteydessä. Teollisuusjätevesien toksisuus johtuu ta
vallisesti niissä olevien hyvin monien erilaisten myrkyllis—
ten aineiden yhteisvaikutuksesta. Näin ollen niiden myrkyl
lisyyden arvioiminen on kemiallisten analyysien perusteella
erittäin vaikeata ja toksisuuden määrittämisessä tulisikin
aina vähintään varmennukseksi käyttää biologisia testimene
telmiä. Minkään jätevesistä tavallisesti määritetyn paramet
rin, kuten esim. COD:n tai BOD7:n, ja toksisuuden välillä ei
ole kyetty osoittamaan riippuvuutta (Howard & Walden 1971,
Hutchins 1979).
Myrkyllisyystesteissä käytettävät menetelmät voidaan jaotel—
la min. käytettyjen testiorganismien, testilaitteistojen,
testien kestoajan tai tutkittavien ilmiöiden mukaan. Eten
kin ylempiä vesiorganismeja käytettäessä on tavallisin jaot
telu letaalitesteihin ja subletaalitesteihin.
2 • 2 LETflLITESTIT
Letaalitestit ovat tavallisin tapa jäteveden tai myrkylli
seksi arvioidun aineen toksisuuden määrittämiseksi. Posti
organismien kuolleisuus on tavallisesti verrannollinen tut—
kittavan aineen konsentraatioon ja altistusajan pituuteen.
tisimmäinen julkaistu tieto kaloilla suoritetusta toksisuus
testistä on jo vuodelta 1863 (Penny & Adams). Kalat ovat
näistä ajoista lähtien pysyneet vesieliöistä yleisimmin käy
tettyinä toksisuustestiorganismeina. Kalojen asema toksisuus
testiorganismeina johtuu mm. kalastuksen usein huomattavasta
kansantaloudellisesta merkityksestä. Toiseksi käytetyin eliö
ryhmä on eläinplankton, jonka etuna on yleensä melko helposti
laboratoriossakin tapahtuva suvuton lisääntyminen sekä ennen
8kaijrjcea testeissä tarvittavat kalatestejä huomattavasti pie
nemmäj laitteistot ja vesimäärät Lisäksi lähes kaikki kala
lajit käyttä ainakin jossakin elämänvaiheessa eläin
pianittonia ravintonaan joten siinä tapahtuvilla muutoksj
on myös kalataloudellista merkitystä. Näiden eliöryh
lisäksi on akuutteihin toksisuustesteihin käytetty myös lu
kuisia muita vesielij kuten simpujcoita katkoja, leviä,
bakteereita jne.
Pavaflisj_jn letaalitesteillä pyritään määrittään tutkit—
tavan jätevede (Letiaj ConcerLtratjon 50
;ta sItä tutkittavan aineen pitoisuutta, joka mää
O
4tyflä köeaijcana aiheuttaa Q%ni..kuolleisuuaen koeorganis..
i1eille. LC50•tenin rinnalla käytet myös EC50-temiä
,lEffective Concentration 50 %), jolla tarkoitetaan sitä pi—
toisuutta, jossa puolella ilmenee tiettynä
koeaikena jokin erikseen määritelty
Käytänn55 1C50-ano määritetään tekemällä tutkittavasta
aineesta tai jätevede laimennussarja, jonka jokaisella
laiiuennuksella altistetaan yleensä vähjntä kymmen koe—
organij joiden kuolleisuus havainl)oldaan tietyin välein.
Käytett menetelmät ovat tavallisesti melko Pitkälle stan
dardoituja joten eri testeistä saatavat tulokset ovat suh
teellisen hyvin vertailukelisia
LC50eanon laskemisessa yleisixpj, käytetyt menetelmät ovat
Litchfielain ja Wilcoxonin (1947) esittpj graafjn mene
telmä, Millerin ja Tainterin (1944) logarijmj probit
menetelmä sekä Thompsoni (1947) ja Weilin (1952) esittg
moving Tana (1980) ja Nikunen (1981,
1983 a) ovat käyttn ns. eksPonenttifunktjomefltlä
Tavalli5Jin käytetyt ajat, joille LC50-a,ot lasketaan,
ovat 24, 48 ja 96 tuntia. Spraguen (l969)kokojen tietojen
mukaan vain joka kymmenen55 tapauksessa 375:stä tarvittiin
viikon tai sitä pidempi koeajk ennen kuin 50 %:n kuolleisuus
9saavutettiin. On tosin syytä korostaa, että monet vaaralli
simmista ympäristömyrkyistä ovat hitaasti vaikuttavia ja
akkumuloituvia eivätkä niiden vaikutukset useimmiten edes
ole suoranaisesti tappavia, joten LC50—testit soveltuvat
huonosti niiden ekologisten vaikutusten arviointiin.
1C50—testien lisäksi on akuuttia toksisuutta kaloille mitat
tu jossakin määrin myös ns. jäännöshappitesteillä. Näissä
kokeissa tutkittavasta aineesta valmistetaan laimennussarja,
joka ilmastetaan ennen kalojen asettamista testiliuoksiin,
minkä jälkeen astiat suljetaan tiiviisti. Kalojen kuoltua
liuoksista määritetään käyttämättä jääneen hapen määrä.
Myrkyille altistettujen kalojen on todettu kuolevan usein
korkeammassa happipitoisuudessa kuin puhtaassa vedessä pi—
dettyjen. McLeay (1976) on todennut lämpötilassa 19 — 22 °C
suoritetun jäännöshappitestin kirjolohella tavallista 96 tun
nin semistaattista LC50-testiä herkemmäksi. Testin muina
myönteisinä puolina hän mainitsee sen nopeuden (5 - 6,5 tun
tia) ja testiin tarvittavat 12 - 40 kertaa LC50—määritystä
pienemm3$t testiliuosmäärät. Vigers ja Maynard (1977) totesi
vat, etteivät jäännöshappitestien tulosten keskianot eron
neet tilastollisesti merkitsevästi 96 tunnin LC50—arvotes—
tien tuloksista pentakloocifenaattia tutkittaessa. Yleisesti
ottaen voidaan jäännöshappitestin antaman tuloksen merkityk
sen kuitenkin todeta olevan LC50-arvoa vaikeammin tulkitta—
vissa.
2.3 SUBLETAAMTESTIT
Jätevesien konsentraatio pienenee resipientissä yleensä
nopeasti akuutisti toksisten pitoisuuksien alapuolelle, jol
loin esim. jäteveden LC50—arvo ei välttämättä kerro sen eko
logisista vaikutuksista juuri mitään.
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Subietaalitesteillä pyritään yleensä selvittämään myrkkyvii
kutusten luonne ja etsimään se pitoisuus, jossa kyseisiä
vaikutuksia ei enää ole havaittavissa, On kuitenkin otettava
huomioon, etteivät laboratorio—oloissa haitattomat pitoisuu—
det välttämättä ole luonnossa turvallisia, koska vesieliöt
joutuvat usein alttiiksi myös muille stressitekijöille. Voi
daankin asettaa kyseenalaiseksi, onko oikein pitää mitään
pitkäaikaisesta altistuksesta saatua tulosta vesiekosystee—
min tai edes siinä olevan eliön kannalta turvallisena.
2.31 1< ä y t t ä y t m :L n e n
Myrkyllisten aineiden vaikutus vesiorganismien käyttäytymi
seen havaitaan usein normaalin liikehdinnän muuttumisena.
Useimmat liikkeiden tarkkailumenetelmät toimivat valosähköi
sellä periaatteella, Akvaarioihin rakennetuilla lamppu- ja
transistori— tai kerinomatriiseilla voidaan rekisteröidä esim,
kaikki kalan liikkeet ja paikanvaihdokset ja siten määrittää
normaali liikkumismalli, johon erilaisten myrkkyjen vaikutuk
sen alaisena olevan kalan liikkumismalleja verrataan (vrt.
Soveri 1979). Myös ultraäänilaitteita on käytetty akvaario
kokeiden yhteydessä. Vesistössä on kalojen liikkumista jäte
vesialueella voitu seurata kalaan kiinnitettävien pienten
ääniaaltolähettirnien avulla (Kanwisher ym. 1974, Kelso 1976).
Myös uintikyvyn heikkenemistä on käytetty myrkkyvaikutusten
indikaattorina. Mm. Lindahl ym. (1977) ovat tutkineet kalojen
kunnon heikkenemistä ns. rotary flow-tekniikalla, jossa kun
non osoittajana on kalojen kyky vastustaa pyörivän vesivirran
voimaa tempautumatta itse mukaan pyörivään liikkeeseen. Ver—
ratessaan likaantuneiden ja luonnontilaisten vesistöjen kalo
ja tutkijat havaitsivat likaantuneiden vesien kalojen kestä
vän paljon pienempiä kierrosnopeuksia.
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Kalojen orientoitumiskäyttäytymistä on tutkittu laborato
riossa ns. valintakammioilla (avoidance chamber). Välttämis
käyttäytymisellä on luonnossa selvää ekologista merkitystä,
esim. lohikalojen vaelluksiin yms. Valintatesteistä saatuja
tuloksia on kuitenkin usein vaikea soveltaa suoraan luontoon,
jossa vaikuttavat myös monet laboratoriokokeista eliminoidut
fysikaalis—kemialliset ja biologis-ekologiset tekijät.
Monet ympäristötekijät kuten veden lämpötila ja happipitoi
suus sekä fotoperiodi vaikuttavat kalan hengitysfrekvenssiin
ja -syvyyteen, mikä ei kuitenkaan välttämättä merkitse hapen
kulutuksen muuttumista. Myös useat kaloille haitalliset ai
neet aiheuttavat hengitysfrekvenssin ja/tai -syvyyden muuttu
mista. Tana (1981) on käyttänyt Sapromat-laitetta tutkiessaan
jäteveden vaikutusta seeprakalan hapenkulutukseen. Testissä
kalat pakotettiin magneettisekoittajan avulla uimaan jatku
vasti ja laite rekisteröi jokaisessa koeastiassa tapahtuvan
hapenkulutuksen. Jo melko pientenkin jätevesimäärien havait
tiin vaikuttavan kalojen hapenkulutukseen selvästi.
Kalojen lisäksi on myrkyllisten aineiden vaikutuksia käyttäy
tymiseen tutkittu mm. Pontoporeia affinis-katkalla, jonka
uintiaktiivisuuden muutoksia on akvaariossa seurattu infra—
punalaittein (Lindström & Lindström 1980 a, b, 1981).
Simpukoilla on tutkittu mm. kuoren liikkeitä, ruokailuaktii
visuutta ja kaivautumista (Salanki & Varanka 1978, Eidon &
Kristoffersson 1978, Eldon ym. 1980, Ekelund ym. 1983).
2.32 Fysiologiset vaikutukset
Subietaalien myrkkyvaikutusten arvioiminen ja ymmärtäminen
perustuu myrkyllisten aineiden fysiologisten vaikutusmekanis
mien tuntemiseen, mikä puolestaan edellyttää perehtymistä
mm, histologiaan, hematologiaan ja biokemiaan.
Kalan pintaan kohdistuvat vaikutukset ilmenevät nopeimmin
kiduksissa. Epiteelin vaurioituessa kaasujen vaihtoon pysty
vä kiduspinta-ala pienenee, ja usein samanaikaisesti
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tapahtuvan limoittumisen vuoksi kaasujen diffuusiomatka kas
vaa (Huges & Perry 1976, tiurala & Soivio 1979, 1982).
Vaikeutunut hengitys johtaa hengitysliikkeiden tehostwaiseen
ja samalla myrkkyvaikutusten lisääntymiseen. Myös ruuansula—
tuskanavassa ja kalan ihossa tapahtuu vastaavia muutoksia,
jotka perustuvat usein vain yhden tai kahden solukerroksen
vaurioitumiseen. Tämä saattaa kuitenkin johtaa vakavaan häi
riötilaan ravinnon imeytymisessä ja/tai osmoottisessa sääte—
lyssä ja johtaa lisääntyneeseen energian “hukkakäyttöön” ja
jopa kuolemaan (Soivio 1980). Toksisuustesteissä voidaan näi
tä muutoksia seurata histologisia leikkeitä mikroskopoimalla.
Kalojen verestä voidaan mitata useita suureita, joihin myr—
kyllisten yhdisteiden on todettu vaikuttavan. Eniten on tut
kittu hematokriittiarvoa ja hemoglobiinipitoisuutta, jotka
kuvaavat melko hyvin veren hapenkuljetuskykyä. Lisäksi on
tutkittu mm. verisolujen lukumääriä, plasman proteiini—,
sokeri- ja maitohappopitoisuutta, entsyymiaktiivisuuksia ja
ionikoostumusta. Veriarvoissa tapahtuvia muutoksia on tut
kittu mm. metsäteollisuuden (McLeay & Gordon 1977, Oikari &
Soivio 1977), metalliteollisuuden (Larsson ym. 1980, 1981),
PVC-muovitehtaan (Svanberg ym. 1980) ja öljynjalostamon
(Svanberg ym. 1981) jätevesillä altistetuilla kaloilla.
Fysiologisilla kalatesteillä on Suomessa ollut 1970—luvulta
lähtien melko vahva tutkimuksellinen asema. Kliinisten labo
ratorioiden ihmisen tutkimisessa käyttämät menetelmät ovat
harvoin olleet suoraan kalojen tutkimiseen sovellettavia,
vaan niitä on ensin täytynyt muuntaa, usein jopa lajikohtai
siksi. Kehitettyjä menetelmiä on sitten sovellettu ennön
kaikkea tutkittaessa laboratorio- ja kenttäkokein puunjalos”
tusteollisuuden päästöjen vaikutusta kalojen aineenvaihdun—
taan. Fysiologiset häiriövaikutukset ovat osoittautuneet
varsin monipuolisiksi: on todettu mm. vaurioita kiduksen
rakenteessa, veren hapenkuljetuskyvyn heikentymistä, energiaa
aineenvaihdunnan häiriintymistä, soluvaurioita, suola/vesF’
tasapainon järkkymistä sekä häiriöitä lisääntymisessä ja
•n—n w,,wm, n.r On0 n. a.m,,g n nw. .OmW1 IflOW JI JflTflt nlflt ei.,. ae,.. .n,, fl p
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mädin kehittymisestä (Oikari & Soivio 1976, 1977, Oikari ym.
1978 a,b, 1983, Soivio ym. 1979, Lehtinen & Oikari 1980,
Oikari 1981, Miettinen ym. 1982 a, Oikari & Nakari 1982,
Nikinmaa & Oikari 1982, Tuurala & Soivio 1982, Vuorinen 1982,
Vuorinen & Vuorinen 1983, Vuorinen ym. 1981). Puunjalostus
teollisuuden jätevesien ohella on selvitetty mm. metalli- ja
kemianteollisuuden jätevesien fysiologisia vaikutuksia
(Bagge & Ilus 1975, Vuorinen 1978, Miettinen ym. 1982 b,
Nikunen 1983 b). Fysiologisia kalatestejä on käytetty myös
yleiseen vedenlaadun selvitykseen (Ruoppa & Nakari 1982).
Vierasaineenvaihdunta pyrkii muuttamaan myrkyllisiä aineita
vesiliukoisempaan muotoon, jolloin niiden erittäminen munuai—
sen, sapen tai ihon kautta helpottuu. Ns. ensimmäisen vaiheen
detoksikaatioentsyymit, jotka liittävät poistettaviin mole
kyyleihin happea, saattavat tosin myös lisätä myrkkyjen
reaktiivisuutta ja erityisesti genotoksisuutta (Ähokas 1977).
Koska vierasaineenvaihduntaentsyymit poistavat eläimistä
myös sukupuolihormoneja, saattavat entsyymiaktiivisuuksissa
tapahtuvat muutokset häiritä myös lisääntymistä (Hansson ym.
1980)
Kalojen vierasaineenvaihduntaa on selvitetty useissa 1970-
luvun puolivälin jälkeen tehdyissä tutkimuksissa, Ähokas
(1976, 1977) ja Ähokas ym. (1975, 1976 a, b, 1977 a, b) ovat
tutkineet taimenen maksan ja Balk ym. (1980) hauen maksan
vierasaineenvaihduntaa. Lindman ym. (1976), Förlin ja Lind
man (1978), Koivusaari ym. (1980, 1981 b) ja Lindström-Seppä
ym. (1981 a, b) ovat määrittäneet kirjolohen ja eräiden mui
den kalalajien eri elinten vierasaineenvaihdunnan entsyymi—
aktiivisuuksia. Förling (1980), Koivusaari ym. (1981 a) ja
Hänninen ym. (1982) ovat tutkineet vierasaineenvaihdunnan
vuodenaikaista sekä iästä ja sukupuolesta riippuvaa vaihte
lua.
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Myrkyllisten aineiden vaikutuksia selkärangattomien fysiolo—
giaan on tutkittu melko vähän, Koivusaari ym. (1981 b) ovat
selvittäneet simpukoiden vierasaineenvaihduntaa ja Järvenpää
ym. (1983) sekä Nikinmaa ym. (1983) ovat tutkineet ravun
osmoregulaatiota ja hengitystä.
2.33 Lisä äntymi shäi riöt
Myrkylliset aineet voivat estää tai vähentää esim. kalojen
mädintuotantoa, mädin hedelmöittymistä, häiritä hede1möittv
neen mädin kehittymistä sekä poikasten kuoriutumista ja ke
hittymistä aikuisiksi. Kyseiser vaikutukset liittyvät useifl
eliön vierasaineenvaihdunnassa tapahtuviin muutoksiin.
Yhdysvalloissa kolmella kalalajilla ja Daphnia-vesikirpuilla
tehdyissä, noin vuoden kestäneissä kroonisissa toksisuus—
testeissä todettiin munien ja vastakuoriutuneiden poikasten
kuolleisuus kaikkein herkimmäksi myrkkyvaikutusten indikaat—
toriksi (Eaton 1975). Munia testattaessa voidaan käyttää
esim. miljoonia mätimunia yhdestä naaraasta, jolloin etuna
on lisäksi aineiston suuri koko ja homogeenisuus.
Herkimpiä myrkkyvaikutusten osoittajia ovat ilmeisesti eiä
mänkiertotestit (Soivio 1980) , joilla tarkoitetaan testejä,
joissa altistus kestää useiden sukupolvien ajan. Nämä teatit
sisältävät monien biologisten perusasioiden, kuten hen
gissä pysymisen, kasvun, lisääntymisen, kehittymisen ja
kus käyttäytymisenkin testaamista, Eliön näissä asioissa
alentunut kapasiteetti on sille kiistatta haitallista ja
tulosta voidaan näin ollen pitää myös ekologisesti merkityk
sellisenä. Kaloilla on elämänkiertotestin suorittaminen vai
keaa ja se vaatii paljon aikaa. Siksi onkin useimmiten kes
kitytty tutkimaan vain myrkkyvaikutuksia jollekin häiriö
alttiille elämän vaiheelle, kuten lisääntymiselle, hedelmöit
tymiselle tai yksilön kehittymiselle. Elämänkiertotestin
suorittaminen alemmilla organismeilla on jo huomattavasti
yksinkertaisempaa. OECD (1980) on laatinut ohjeet elämän
kiertotestin suorittamiseksi vesikirpuilla.
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Kaloilla voidaan jäteveden vaikutusta lisääntymiseen tutkia
altistamalla emokaloja jäteveden subietaaleille konsentraa—
tioille jo ennen kutemista ja seurata sen jälkeen puhtaassa
vedessä tapahtuvia muutoksia. Viktor (1981) on tällä mene
telmällä todennut 5—prosenttisen (0,06$ x LC50) valkaistua
sulfaattisellua tuottavan tehtaan jäteveden vähentäneen seep—
rakalan hedelmöittyneiden mätimunien kuoriutumista olennai
sesti. Kuoriutuneet poikaset olivat lisäksi vertailuryhmää
herkempiä jätevesillä suoritetuissa LC50—testeissä. Tällais-
ten testien tuloksilla on ekologista merkitystä esim. tehtaan
ohi kutemaan vaeltavien lohikalojen kannalta.
Nordforskin piirissä on kokeita kalojen mädillä ja nuorim
milla yksiköillä tehty mm. turskalla (Gadus morrhua) (Granmo
1980), seeprakalalla (Branchydanio rerio) (Dave ym. 1980,
Viktor ym. 1980) ja silakalla (Clupea harengus) (Mattsson
1980). Testejä on näin voitu tehdä niin makeassa vedessä,
murtovedessä kuin merivedessäkin. Älemmista eläimistä on
murtovesikokeisiin käytetty Nitocra spinp-harpaktikoidia,
jonka jäteveden erilaisille pitoisuuksille altistettujen
kantojen lisääntymistä on tutkittu tsvanberg ym. 1981).
Niin ikään sinisimpukoita edulis) on käytetty sel
vitettäessä jäteveden vaikutuksia alkio- ja toukkavaiheeseen
(Gran-no 1972, 1980).
Geneettisten toksikanttien kromosomivaikutuksia on tutkittu
mm, Neanthes arenaceodentata-monisukamadolla (Pesch & Pesch
1980) ja pikkukoirakalalla (Umbra a) (Prein ym. 1978)
2.34 K a s v u
Myrkylliset aineet vaikuttavat usein kasvuun aiheuttamalla
aineenvaihdunnan häiriöitä. Tavallisesti kasvu hidastuu,
mutta myös päinvastaisia havaintoja on tehty (mm. McLeay &
Brown 1974) . Kasvunopeuden mittaaminen on yleensä suhteelli
sen yksinkertaista eikä se välttämättä vaadi pitkiä koe
aikoja. Warrenin ja Davisin (1967) mukaan kaksi viikkoa on
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useimmiten kalojen kasvunopeuden muutoksien totearniseen riit
tävä aika. Suomen oloissa on veden lämmön vaikutus kuitenkin
otettava huomioon Kalojen kasvuun kohdistuvia vaikutuksia
ovat tutkineet mm. Benqtsson (1980 a) mudulla (Phoxinus
phoxinus) ja Viktor ym. (1980) seeprakalalla (Brdanio
rerio) Ekelund ym (1983) ovat käyttäneet testieläimenä
sinisimpukkaa (Mytilus edulis)
Mm, raskasmetallien sekä eräiden organokioori— ja fosiori—
yhdisteiden on todettu aiheuttavan kaloille selkärangan epä
muodostumia, joita on voitu tutkia röntgenkuvaamalia (Bengts—
son 1979) Samanlaisia vaurioita on todettu myös luonnossa
raskasmetalleilla (Bengtsson 1980 b) ja metsäteollisuuden
jätevesillä kuormitetuissa resipienteissä (Bengtsson &
Bengtsson 1981)
Jätevesien vaikutusta kasvien kasvuun on tutkittu mm sipu—
lilla (Allium cepa) (Fiskesjö 1981) ja kylvövirvilällä
(Lens culinaris) (Landahl 1980), Tutkimusten kohteena ovat
olleet ennen muuta näiden kasvien juuristossa tapahtuvat
makroskooppiset ja mikroskooppiset vauriot
2,35Kertymistutkimukset
Joidenkin kernikaalien taipumus bioakkumuloitua johtuu taval
lisesti niiden lipofiilisuudesta ja huonosta vesiliukoisuu
desta, minkä seurauksena näiden aineiden pitoisuudet kohoa
vat vesieläimissä monesti huomattavasti vedessä olevia kon—
sentraatioita suuremmiksi. Ravintoketjuissa bioakkumuloitu—
minen tehostuu usein huomattavasti
Aineiden bioakkumuloitumistaipumusta on tutkittu mm selvit
tämällä niiden jakautuminen n-oktanolin ja veden seoksessa
(mm. Renberg 1980, Saarikoski & Viluksela 1981) Mitä suurem
pi osuus aineesta siirtyy n-oktanolifaasiin, sitä todennäköi
sempää on, että aineella on rikastumistaipumuksia Hushonin
ym (1979) mukaan tätä testiä pidetään yleensä melko
17
luotettavana bioaflinnuloitumispotentiaalin indikaattorina.
On tosin muistettava, että eräiden aineiden bio&ckumuloitu
minen saattaa perustua myös esim. niiden taipumukseen kun
nittyä proteiineihin, kuten mm. metyylielohopealla (Fujiki
ym • 1977). Lisäksi pienten epäorgaanisten elektrolyyttien
pääsy eliöihin riippuu voimakkaasti pB:sta ja toisaalta säh—
köisesti varautuneiden molekyylien pääsy soluihin tapahtuu
aktiivisten ionipumppujen kautta; esim. kadmiumin tiedetään
kilpailevan ottopaikoista kalsiumin kanssa (MØhlenberg &
Jensen 1980), mikä osaksi selittää kalsiumin jo kauan tunnet
tuja antagonistisia vaikutuksia. Tällaisissa tapauksissa ei
aineen oktanolu/vesi—jakautumiskerroin anna sen rikastumis
taipumuksista oikeata kuvaa.
Bioakkumuloitumiskokeita on tehty yleisimmin kaloilla ja
simpukoilla, mutta myös muita vesieliöitä on testeissä käy
tetty. Esim. eläinplanktonin (Daphnia, Nitocra) etuina on
nähty suuri pinta-ala/tilavuus-suhde sekä hydrofobiset pin
takalvot (Reinert 1972, Nordforsk 1982), jolloin bioakkumu
loituminen tapahtuu nopeasti. Varsinaisten mikrobien käyttöä
on rajoittanut ennen kaikkea niiden kemiallisiin analyysei
hin yleensä liian pieni biomassa.
Jätevesien sisältämien myrkyllisiksi tiedettyjen aineiden
kertymistä kaloihin ja muihin vesieliöihin on sekä laborato
riossa että maastossa tutkittu kemiallisin analyysimenetel—
min. Usein on samassa yhteydessä selvitetty myös kyseisten
aineiden eliminoitumisnopeutta sen jälkeen, kun koe-eliöt on
siirretty puhtaaseen veteen. Suomessa ovat raskasmetallien
kertymistä luonnon vesieläimiin tutkineet elohopean osalta
mm. Miettinen ym. (1968, 1969), Ohomo ym. (1969) sekä Nuor
teva ja Häsänen (1975), kadmiumin osalta Jaakkola ym. (1973).
Paasivirta ym. (1975) ja Paasivirta (1981) ovat tutkineet
Päijänteen ravintoketjujen myrkkyjäämiä analysoimalla kloo
rattuja orgaanisia yhdisteitä planktonista, rantakasveista,
sedimentistä, pohjaeläimistä, kaloista ja linnuista.
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Lander ym. (1977) tutkivat ensimmäisinä lahoratoriosa
faattisellutehtaan jätevesien si’ält2mien kloorattujen feno
lien rikastumista kaloihin eppovmmra ja Hattula (19 7)
tutkivat laboraboriossa valkaisun k]ooriuuunsiden yhdistei
den rikastumista ravintoketjussa kvttämmllä radioaktiivista
36Cl Oikari ym (1980) ovat selvittäneet Iartihappojen
rikastumista su1faatiseliutehtaan resipentissä sumpu ettui
km kirjolohiin Saarikoski ja Viluksela (1981 ja 1982) ovat
tutkineet erilaisten fenoliyhdistei’le mrkyilisyrS ja
rikastuni sta miljoonakalalla
236 Te s t it ulos t en tulki ts cmi e s
On selvää, ettei mikään edellä leteilusa tcstitav is a
ole yksinään riittävä jätevesipäästöjen eko]oqisten uaiu
tusten määrittämiseksi, Tokisuutestit ]ok ra arvio ttassa
on lajien valisten herkkyyserojen lisaks ot’tava ainsioon
mm. lajin sisäiset erot - herkkrys voi vaihdel]a mm iän,
sukupuolen ja, erityisesti Suomen oloissa, uodcnajan ui—
kaan, Tästä syystä olisi käytettävä melko sutrta Ve ou
määrää ja tehtäva ainakin mct H iuiui i
ruusvaieet kat ; a al i
Elämänkin Lotestiä oitaicn p aL e o a oa
testimenetelmänä sen käyttoä rajoia ar lhinn aur a
tilavaatimukset sekä käytt lelpoisten ta a
Fysiolog;set ja biokemialliet iaikutu urit, äuter srL
toiminnan muutokset, veriarvot, osmoregulaati, ioiita ai
no yms. ovat herkkiä indikaattoreita, mutta niiden eäoiop s
ta merkittävyyttä saattaa olla raikeampi osoittaa, k a
niissä tapahtuvat muutokset voivat olla adaptiivisia e;vitkä
näin ollen välttämättä vahingoita koeorganismia (Swedmatk
1978). Lisäksi puutteelliset tiedot man vuodenaikasvaihte
luista saattavat joskus vaikEuttaa tulosten tulkitaa. VaI—
votuissa oloissa tosin on mahdollista yhdistää fysiologinen
sopeutuma tiettyyn ympäristötekijään, mikä luonnossa on
useiden eri muuttajien yhteisvaikutuksen vuoksi useur vai
keata, Yleisesti lisåksi tiedetåän, että tysiologisessa
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sopeutumistilassa olevien organismien lisärasituksen sieto
on usein alentunut.
Swedmarkin (1978) mielestä ei subietaalitestien välttämättä
tarvitse olla standardoituja, vaan niiden tulisi pyrkiä si
sältämään laaja skaala erilaisia metodeja ja niissä tulisi
käyttää useita eri trofiatasoilla olevia organismeja tavoit
teena kynnysarvon löytäminen jäteveden vaikutukselle. Käyte
tyt erilaiset testimenetelmät ja mittausten kohteena olevien
ilmiöiden määrä vaikeuttaa subletaalitesteistä saatujen tu
losten vertaamista toisiinsa. Tulosten vertailukelpoisuutta
on kuitenkin pidettävä varsinaisen ongelman selvittämisen
rinnalla toisarvoisena kysymyksenä.
Äkuuttien toksisuuskokeiden tuloksista koitetaan usein pääs
tä ns, turvallisiin pitoisuuksiin käyttämällä soveltamis
tekijää (application factor) , jolla tarkoitetaan jäteveden
haitattoman pitoisuuden ja akuutisti myrkyllisen pitoisuuden
suhdetta. Haitattomalla pitoisuudella taas tarkoitetaan käy
tännössä konsentraatiota, jossa tutkittavissa muuttujissa ei
käytetyillä mittausmenetelmillä havaita muutoksia, Koska
vain harvoilla biologisilla vaikutuksilla on olemassa jyrk
kä kynnysarvo, on kyse ilmeisesti usein vain vaikutusten
pienenemisestä mittaustarkkuuden ulkopuolelle (Langi & Niku
nen 1982).
Eatonin (1975) mukaan ovat eri tutkijoiden kokeellisesti
saamat soveltamistekijät vaihdelleet 0,1 - 0,002. Waldenin
ja Howardin (1977) mukaan on voitu todeta, ettei jätevesi
pitoisuudesta, joka on 5
- 10 % kirjolohen 96 tunnin LC50-
arvosta, ole haittaa vesieliöille. Äkesson (1975) on kuiten
kin todennut meressä elävällä Oy22ha-monisukamadolla
etyleeniglykolin estäneen munien hedelmöittymisen jo pitoi
suudessa 0,0014 x LC50 EIFÄCin (1975) mukaan voitaisiin pi
toisuus 0,0001 x LC50 katsoa vesieliöstölle haitattomaksi.
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Yleisesti ottaen voitaneen todeta, että tiedot erilaisten
testien ekologisesta relevanssista ovat vielä varsin puut—
teellisia. Tutkimuksia, joissa laboratoriokokein saatuja
soveltamistekijöitä olisi verrattu kenttäkokeissa saatuihin
tuloksiin ei ole. suoritettu käytännöllisesti katsoen lain
kaan (Landner 1978). Kenttätutkimusten merkitystä painote—
taan myös Nordforskin (1982) toksisuustutkimusmenetelmiä
selvittäneen projektin loppuraportissa. Ilman kenttäkokeita
onkin melko vaikeata arvioida luotettavasti vastaanottavan
vesistön vaikutusta jätevesipäästöön. Tärkeitä muuttujia
ovat mm. laimenemisolot, veden lämpötila, jääpeite, veden
fysikaalis—kemialliset ominaisuudet, eläinlajisto sekä resi
pientin muu kuormitus. Vedenlaatuparametreista mm. kovuus,
pH, redox-potentiaali, saliniteetti sekä humus- ja kunto
ainepitoisuus vaikuttavat voimakkaasti monien myrkyllisten
aineiden toksisuuteen. Kyseisten vaikutusten ennakoimiseksi
on tunnettava myrkyn vaikutusmekanismit ja kemialliset esiin—
tymismuodot luonnossa. Yhdenkin muuttujan vaikutukset saatta
vat olla varsin monipuolisia: esim. pH vaikuttaa ainakin
solumembraanien läpäistävyyteen, ionisoituvien yhdisteiden
esiintymismuotoihin (mm. hartsihapot ja kloorifenolit), me
talli—ionien myrkyllisyyttä vähentävään kiinnittymiseen par
tikkeleihin (Rainbow ym. 1980) ja kolloidin muodostwuiseen
(Huang ym. 1977).
Veden lämpötilalla on myös usein huomattava vaikutus erilais
ten aineitten myrkyllisyyteen. Osaksi vaikutus johtuu happi
pitoisuuden muuttumisesta, mutta vaihtolämpöisillä eliöillä
ympäristön lämpötila vaikuttaa voimakkäasti lähes kaikkeen
aineenvaihduntaan. Cairnsin ym. (1975) mukaan kohoava lämpö
tila lisää toksisuutta lyhytaikaisessa altistuksessa, mutta
ero tasoittuu pitkäaikaisemmassa (>48 h) kokeessa. Smith ja
Heath (1979) ovat sittemmin todenneet säännössä olevan sekä
yhdiste- että lajikohtaisia poikkeuksia.
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2.4 LEVXTESflT
Levien käyttö erilaisissa toksisuustesteissä on viime vuo
sina lisääntynyt huomattavasti, joskin se edelleen on paljon
kalojen ja eläinplanktonlajien käyttöä vähäisempää. Blancin
(1977) mukaan 67 % levätesteistä, joilla on tutkittu myrkky
vaikutuksia on ollut yhden lajin laboratorioviljelmiä.
Akseenisten kantojen lisäksi voidaan käyttää useamman labo
ratoriokannan sekaviljelmää tai luonnon sekapopulaatioita.
Tavallisin tapa laimentaa testattava aine on käyttää keino
tekoista ravinneliuosta. Ravinneliuosta käyttämällä saadaan
tuloksista vertailukelpoisenpia ja levien kasvu on yleensä
voimakkaampaa kuin esim. jänivedessä, joten kasvuerot eri
näytteiden välillä tulevat selveiniksi. Huonoin puoli keino
tekoisen ravinneliuoksen käytössä on testin kyseenalainen
ekoloqinen relevanssi. Käyttökelpoisempia ravinneliuostestit
ovat ns. seulontatesteissä, ts. leviin vaikuttavia aineita
tai jätevesiä etsittäessä.
Toksisuutta mittaavjen levätestien tulostaminen on havaittu
ongelmalflseksi. Eloranta (1978) ehdottaa, että tulostuksessa
olisi aluksi käytettävä monia erilaisia biomassan seuranta-
tapoja, jotta myrkyn vaikutusmekanismi voitaisiin selvittää,
ja että vasta tämän jälkeen olisi syytä ryhtyä käyttämään
parhaaksi havaittua menetelmää. Mikäli esim, käytetään solu-
lukumäärän mittausta selloskoopilla, tulisi rinnalla suorit
taa myös solumorfologisia tutkimuksia mikroskopoimaila, koska
osa soluista voi olla erittäin huonokuntoisia. Tavallisimmin
levätoksisuustestien tulostamisessa käytettyj en solulukumää
rämittausten lisäksi on mittaussuureina käytetty monia
aineenvaihduntaan liittyviä tapahtumia, kuten fotosynteesiä
ja hengitystä (Blanck 1977). Eloranta (1978) ja Nikunen(1 981,
1983 a) ovat käyttäneet fotosynteesin intensiteetin mittaa—
mista 14C—menetelmällä metsäteollisuuden jätevesien vaikutus
ten arvioimiseen ja todenneet menetelmän herkäksi ja käyttö
kelpoiseksi.
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Myös muita organismeja kuin leviä on käytetty hyvin saman—
tapaisissa tutkimuksissa: esim. Blanck (1980) on käyttänyt
‘4CO2:n sitoutumista pinaatin kloroplasteihin tekstiiliteol—
iisuuden jätevesien myrkkyvaikutusten indikaattorina.
2.5 BAKTEERITESTIT
Toksisuustesteissä on tavallisimmin käytetty erilaisia hajot
tajabakteereita. Useimmissa vesiekosysteemeissä ovat hetero—
trofiset b&cteerit tärkeimpiä hajottajia - ne pystyvät valta
van lajimääränsä ansiosta hajottamaan lähes kaikkia luonnossa
esiintyviä ja ihmisen tuottamia orgaanisia yhdisteitä. Toksi—
set aineet saattavat Kuparisen (1981) mukaan häiritä baktee
rien biokemiallisia prosesseja siten, että esim. tärkeiden
alkuaineiden kiertokulku häiriintyy.
Yksi bakteeritoksisuustestien merkittävimmistä haitoista on
bakteerien kyky sopeutua nopeasti ympäristön oloihin. Sopeu
tuminen saattaa Varman ym. (1976) mukaan olla fysiologista,
jolloin bakteerit esim. muuttavat entsyymitoimintaansa uuteen
ympäristöön soveltuvaksi tai, lyhyen generaatioajan ansiosta,
geneettistä. Sopeutumisilmiön takia on useimmissa bakteeri
kokeissa tyydytty vain akuutin toksisuuden toteamiseen.
Bakteerikokeissa voidaan mitattavina muuttujina käyttää
mm. kasvua, hengitystä, substraatin ottonopeutta,
dehydrogenaasiaktiviteettia, yhdisteiden kertymistä organis
mi, kemotaksista tai predaatiota (Gustafsson 1978). Lisäksi
voidaan tutkia toksikantin aiheuttamia geneettisiä muutoksia
testiorganismissa (Aines 1971, Ames ym. 1973, Ramel 1978),
organismiyhteisön muutoksia (Singleton & Guthrie 1977), lii
kettä (chet & Mitchell 1976), nitrifikaatiota (Stensel ym.
1976), bioluminesenssia (&iber 1979) jne.
Klassisissa bakteeritoksisuustesteissä pyritään yleensä tut
kimaan erilaisten myrkkyjen vaikutuksia bakteerien kasvuun.
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Toksisuuden kriteerinä on tällöin kasvun inhibitio mitattuna
joko turbiditeettina nestemäisessä alustassa (Ormerod 1978)
tai pesäkelaskentana kiinteältä alustalta fsolyom 1978)
Ns. Toxiguard-laitetta on käytetty tutkittaessa jäteveden
toksisuutta puhdistamon bakteereille (Linden ym. 1981).
Menetelmä perustuu bakteerien orgaaniseen materiaalin hajo
tuksen yhteydessä aiheuttaman hapenkulutuksen seuraamiseen,
jolloin toksiset aineet havaitaan hapenkulutuksen pienenemi
senä. Myös tavallisessa BOD7-määrityksessä käytettyjen eri
laisten jätevesikonsentraatioiden antamista tuloksista voi
daan tehdä johtopäätöksiä jäteveden toksisuudesta mikrobeille.
Myös ATP-määrityksiä on käytetty aktiivilietteen bakteereilla
suoritettujen toksisuustestien tulostamiseen (Chui ym. 1973,
Levin ym. 1975, Kennicutt 1980). ÄTP hajoaa nopeasti solun
kuollessa, joten ATP-määritys tulostaa vain elävän biomassan
määrää. Määritys on bakteerisoluilla melko nopea ja helppo
ja se soveltuukin ilmeisen hyvin biologisille jätevedenpuh
distamoille haitaliisten aineiden seulomiseen fKennicutt
1980).
Bakteerien hajotustoiminnan intensiteettiä voidaan seurata
esim. 3H:lla merkityn glukoosin avulla. Glukoosinoton nopeu
den hidastumista näytteisiin tutkittavia jätevesiä lisättä
essä pidetään toksisten tai inhiboivien vaikutusten indikaat
torina. Menetelmällä on mm. voitu mitata metsäteollisuuden
jätevesien heterotrofisten bakteerien toimintaa inhiboivia
vaikutuksia (Kuparinen 1981, Taisi 1981). Sellutehtaiden
jätevesien purkupaikkojen bakteerit olivat tutkijoiden mu
kaan selvästi sopeutuneet muuttuneeseen ympäristöönsä eikä
niiden toiminta inhiboitunut pienistä jätevesipitoisuuksista.
Kenties ainoa toksisuustesteihin tarkoitettu laite Microtox
(Beckman) perustuu meressä elävän valoa emittoivan bakteerin
Photobacterium ficheri käyttöön (Ember 1979) . Laite mittaa
bakteerin emittoiman valon määrässä tapahtuvia muutoksia.
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2. 6 MUTAGEENISUUSTUTKI1UKSET
Jätevesillä on viime vuosina alettu tehdä myös mutageenisuus—
testejä. Altistuminen mutageeneille aiheuttaa solussa geneet
tisen vaurion todennäköisyyden lisääntymisen. Koska toden-
näköisyydet yleensä ovat melko pieniä, ovat bakteerit ihan—
teellisia koe-eliöitä, koska niiden avulla voidaan tutkia
yhdessä kokeessa miljoonakin organismia. Syövän ja DNÄ-vauri
oiden välinen korrelaatio on lukuisissa tutkimuksissa havait
tu melko hyväksi (Ramel 1978, WHO 1978) , joten mutageenisuus—
kokeet soveltuvat myös jätevesien karsinogeenisten ominai
suuksien kartoitukseen, Lisäksi DNA—muutokset saattavat suku
soluissa tapahtuessaan aiheuttaa jälkeläisissä perimärduutok
sia.
Koska DNA:n geneettinen koodisysteemi on kaikilla organis
meilla sama, voidaan olettaa, että aine, joka vaikuttaa bak—
teerin DNÄ:han, vaikuttaa myös kalan tai ihmisen DNÄ:han,
Tavat, joilla tietty aine voi päästä vaikuttamaan geneetti—
seen materiaaliin, ovat eri organismeilla kuitenkin erilaisia
ja tämä estää tulosten suoran yleistämisen. Mikrobien ja kor
keampien eliöiden välisten metaboliaerojno vaikutuksia on
pyritty minimoimaan käyttämällä ns testelä
joista tunnetuin on Amesin mutageenisuustesti (Aines 1971
Ames ym. 1973), Tässä testissä tutkittavaan näytteeseen lisä
tään tavallisimmin rotan maksasta tehtyä homogenaattitt jal—
loin maksan entsyymlt aktivovat naytteessa maanoiiiseeti
olevia ns. epäsuoria mutageenejä, jotka ilman entsyymiakti
vaatiota eivät aiheuttaisi mutaatioita. Menetelmässä käy9e-
tään testiorganismina yleensä histidiiniä tarvitsevia
Salmonella typhimurium—bakteerin kantoja, jolloin näkyvän
pesäkkeen muodostuminen vain vähän histidiiniä sisältävälI%
alustalla voidaan katsoa olevan osoituksena solussa tapahtu
neesta mutaatiosta. Testi on todettu melko hyväksi; sillä on
voitu havaita noin 90 1 mutageeneiksi tiedetyistä aineista
(Rarnel 1978). Mm. Salkinoja-Salonen ym. (1980) ovat Suomessa
käyttäneet Ames-testiä valkaisujätevesien mutageenisuuden
tutkimiseen.
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Pelkän Ames-testjn on todettu antavan noin 10 % vääriä
positiivisia ja negatiivisia tuloksia (WHO 1978, Jegrelius
1981, Liimatainen 1983). Väärä positiivinen tulos voi syn
tyä joko siksi, että bakteerin DNÄ altistuu aineille, jotka
eivät voi päästä kosketuksjjn eläinten DNÄ:n kanssa, tai
siksi, ettei testissä ole mukana deaktivaatiomekanismeja,
joita on in vivo—tilanteessa Väärä negatiivinen tulos saa
daan, jos aineen mutageenjsuus tai karsinogeenisuus ei joh
du DNÄ-vaurjosta, tai jos yhdiste vaatii aktivoituakseen
useaJnpiametaboljj vaiheita, kuin mitä käytettävällä rotan
maksahomogenaatij saadaan aikaan.
Myös Escherichja coli-bakteerin geneettisesti hyvin tunnet
tuja kantoja on käytetty mutaatioiden tutkimiseen. Mutaatioi
den indikaattoreina on käytetty ravinto- tai fermentaatio
vaatimuksissa tapahtuvia muutoksia (Molin 1973, Moreau ym,
1976)
. Ulitzur ym. (1979) ovat käyttäneet Photobacterjum
gathi—bakteerin bioluminesenssj•ilmjötä mutaatioiden
indikaattorina Heidän mukaansa kyseisessä testissä voidaan
mutageeniset yhdisteet todeta 100 kertaa pienemmissä pitoi—
suuksissa kuin I½mes—testissä
Mutageenisuustestej on sovellettu myös kaloissa olevien
jäämäaineiden vaikutusten tutkimiseen, Kinae ym. (1981) ha—
vaitsivat Japanissa sellutehtaan edustalta pyydettyjen kalo—
jen maksojen sisältävän Bacillus subtilis- ja Salmonella
mutageenisia aineita. Osborne ym.
(1982) ovat käyttäneet Amesin testiä mutageenisten aineiden
toteamiseen kalojen lisäksi myös pohjasedimenteist
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3. JÄTEVESIEN TOKSISUUSTE:STAUSSUOSI
.TUKSIA
..,
OO
Jätevesien ja kewikaalien toksisuustestaussuosituksia laadi
taan kansainvälisellä ja toisaalta kansallisella tasolla.
Kansainvälisistä järjestöistä ovat ainakin OECD, ISO, EC,
INSTA, EIFAC, WHO ja FAO julkaisseet asiaa k4sitteleviä suo—
situksia. Toksisuustestaussuosituksia voidaan katsoa olevan
kahta tyyppiä: ensiksikin yleisluonteisia suositpksia, jotka
kuvailevat lähinnä testien tekemistä yleensä ja jättävät
siten paljon testaajan harkinnan varaan, ja toiseksi täsmäl—
lisiä standardeja tai standardiehdotuksia, jotka kuvaavat
testin tekemisen mahdollisimman yksityiskohtaisesti tavoit
teena vertailukelpoisten tulosten saaminen.
OECD (1980, 1982) suosittelee ekotoksisuuden perusselvityk—
seen käytettäväksi, seuraavia testejä:
1. kalatoksisuus LC50-arvona, 96 tunnin testi
2. vesikirpputesti Daphnialla, EC50 (24 h)-määritys ja
14 vuorokauden elämänkiertotesti
3. levätesti kolmen vuorokauden koeajalla, tulostus kasvun
inhiboitumista kuvaavana EC50—arvona.
Näitä testejä voitaisiin OECD:n mukaan käyttää kemikaalin
tai jäteveden ekotoksisuuden alustavaan selvittämiseen. 14-
säksi tulisi tutkia mutageenisuus (esim. Aines—testillä) ja
biologinen hajoavuus, mikäli näitä tietoja ei esim. lääke-
tieteellisestä toksikologiasta ole löydettävissä. OECD:n työ
ryhmä ei pidä tiukkojen kansainvälisten standardien luomista
ekotoksikologisten pensselvitysten yhteyteen mielekkäänä,
vaan katsoo olevan järkevintä käyttää mahdollisuuksien mu
kaan esim. resipientin lajistoa. Edellä esitettyä kolmen tes—
tityypin pakettia OECD (1980) perustelee mahdollisuudella
verrata näiden ravintoketjussa eri tasoilla sijaitsevien la
jien herkkyyttä sekä sillä, että nämä testityypit sisältävät
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monien tärkeimpien biologisten perusasioiden, kuten elossa
pysymisen, lisääntymisen, fotosynteesin ja kasvun mittaa—
mista.
Ruotsin Statens Naturvårdsverkin koordinoiman tutkimusprojek—
tin “Karakterisering av industriella avloppsvatten” loppu—
raportissa ehdotetaan, osittain OECD:n (1980) ohjeisiin pe
rustuen, perustesteiksi jätevesiä täydellisesti karakteri
soitaessa (Linden ym. 1981, Nordforsk 1982):
1, elossa pysyminen, kala, LC50 (96 h)
2. elossa pysyminen, kala, kolmen viikon testi
3. elossa pysyminen, äyriäinen, 96 tai 48 h:n LC50
4. lisääntyminen, kala
5. lisääntyminen, äyriäinen
6. toksisuus, bakteerjt
7. tuotanto, levät, 1C50
8. kasvu, sipuli tai kylvövirvjlä
9. genotoksisuus, Ames—testi
10. hajoavuus, Elo28 täydennettynä TOC:llä
11. bioakkumuloituvuus simulointi kromatografjsel;a mene
telmällä
Ehdotus pyrkii olemaan ekologisesti merkityksellisten primaa
rivaikutusten osalta mahdollisimman kattava. Kaikista edellä
luetelluista testityypeistä on Pohjoismaissa kokemuksia;
koskaan ei kuitenkaan toistaiseksi ole yhtä jätevettä tai
kemikaalia tutkittaessa käytetty koko testimenetelmäryhmää,
ÄPHA-standardj (1971) suosittaa testikalaksi herkkää, tutkit
tavan jäteveden resipientissä elävää kalalajia. Testattaessa
muita aineita kuin jätevesiä tulisi laimennusvetenä käyttää
hyvälaatuista luonnonvettä tai synteettistä laimennusvettä.
Testilämpötila valitaan käytettävän kalalajin mukaan. Testin
kestoajaksi suositellaan 48 - 96 tuntia; kalojen kunto kont—
rolloidaan kerran vuorokaudessa. Testaaja voi myös päättää
itse, käyttääkö staattista koejärjestelyä vai läpivirtaus
testiä. Varsin samansisältöjnen edellisen kanssa on ÄSTM
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standardi vuodelta 1977 (ÄSTM 1981 a) akuuttien toksisuus
testien tekemiseksi makean veden kaloilla. Standardi on laa
dittu varsin väljäksi; testin tekijä caa itse pättä me
kalalajin, laimennusveden, testilämpotilan im. Standard an
taa vain suosituksia ia selittää yleIset puitteet ja tavat,
joilla testejä voidaan tehdä.
Yhdysvaltalainen EPÄ suosittaa, että toksisuustesteissä.
lisi ensiksi suorittaa lyhyt 8 — 24 tunnin staattiren ei
testi, j nka tarkoituksev a on rt5ä s kor 3e tra aie
jolla varsinainen testi tendaan (Pe;tier 97b) . Jarainaen
testin kestona on yleensa 9b tuntia ja se tendaan lapiir
tausperiaatteella. Tulos ilmoitetaan joko ECr1j tai LC
arvoina, Semistaattista tai stadtista testi i reci aå 1
suosittelee vain, kun muita vaihtoehtoja ei ole.
Kanadassa on käytössä varsin yksinkertainen tandaräirsi
(EPS 1980), jolla todetaan, elääkö 50 ruortsta kirjoioLs—
ta 96 tuntia 100—prosenttisessa jätevedessä iestis.a
vedelle aitistetaan vähintään visi kalaa ja jama 1
rää käyt tään kon rnl1ikkeess Te e man t
tiseila, renistaattisella tai .äDu a.erne
Kuolleiden kalojen lukumäärä todetaan kersan ‘zuurokaete
Mikäli 50 5 jätevedessä pidetitä koekaisI elää
nin kuluttua teatin aiuta, katsotain jäto c t
testin.
Länsi—Saksassa on vuonna 1980 hyväksytty kalatestistanedi,
jossa käytetään testilalina säynettä (Leucisous idu) !T
1980). Testistä saatava tulos vuikuttaa esim, tuoli :ui”.
laitosten maksaman jätevesimaksun määrään (Br eh & Dalp
1980)
Ruotsin standardoimiskomissio on laatinut standardin seepra—
kalan LC50—arvon määrittämiseksi semistaattieelia menetel
mällä (SIS 1980) , Myös INSTA (1980) on hyväksynyt menetelmän
omaksi standardikseen ja ISO suunnittelee sen hyväksymistä.
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Tätä menetelmää voidaan ilmeisesti pitää kansainvälisesti
laajimmin hyväksyttynä toksisuustestistandardina. Kyseistä
standardia voidaan ilman muutoksia käyttää myös eräille
muille trooppisille kalalajeille, kuten isoaurinkoahvenelle
machrochirus), medakakalalle (as 4es) ja
miljoonakalalle (Poecilia reticulata) Kyseisessä ohjeessa
LC50—arvot lasketaan 3, 6, 24, 48, 72 ja 96 tunnille.
ISO on laatinut kolme erilaista seeprakalastandardiehdotusta
(ISO 1979 a, b ja c). Ehdotukset eroavat toisistaan testi
liuosten vaihdon osalta; yksi ehdotus on laadittu staattista,
yksi semistaattista ja yksi läpivirtausjärjestelyä varten.
Ranskalainen seeprakalastandardiehdotus (ÄFNOR 1978) käyttää
staattista koejärjestelyä.
Ruotsin standardoimiskomissio on tehnyt edellisten standar—
dien ja ÄSTM:n (1978) laatiman kemikaalien kaloihin bioakku
muloimista selvittävän ehdotuksen pohjalta oman ehdotuksensa
bioakkumulaation tutkimiseksi. Ehdotus suosittaa testiorga
nismiksi seeprakalaa. Testissä käytetään vähintään kahta
konsentraatiota, joissa kussakin tulee olla ainakin 50 ka
laa. Testiliuos vaihdetaan kerran 48 tunnissa. Liuoksen
tilavuudeksi seeprakalaa käytettäessä riittää 20 1. Kaloja
on ruokittava koko testin ajan. Kaloista määritetään bioakku
muloitumiskertoimia tutkittavalle aineelle sopivin kemialli
sin menetelmin, kunnes muuttumaton, ns. steady—state—tilanne
on saavutettu.
OECD:n (1979) piirissä on edellä esitettyjen bioakkumuloitu—
misstandardiehdotusten lisäksi käsitelty sveitsiläisten
(Ellgehausen ym. 1979) tekemää ehdotusta semistaattiseksi
testiksi piikkimonnilla (Ictalurus melas) sekä länsisaksa
laista ehdotusta (Ernst 1979) staattiseksi testiksi sinisim—
pukalla (us edulis). Niin ikään on muina vaihtoehtoina
käsitelty läpivirtausperiaatteella tehtäviä japanilaisten
ns. MITI-karppitestiä (mm. Hamburger 1979) sekä amerikkalais
ta seeprakalaa tai kirjolohta käyttävää testisuositusta
(Nordforsk 1982).
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Ainoa kansainvälisen standardoimisjärjestön, ISO:n hyväksymä
toksisuustestistandardi (ISO 1982) käyttää koe—eliönään
magnavesikirppua Testistä tulostetaan tutkittavan
aineen pitoisuus, joka tekee puolet vesikirpuista liikkumat
tomiksi 24 tunnin kuluessa testin aloittamisesta. Jotta
EC50-arvo voitaisiin määrittää, on vähintään kolmessa käyte
tyistä konsentraatioista oltava liikkumattomia vesikirppuja
10 - 90 %. Näin ollen on useimmiten tarpeellista tehdä ennen
varsinaista testiä esikoe, jolla tutkittavan aineen toksis
ten vaikutusten voimakkuus karkeasti määritetään. Myös rene—
kalaisilla (AFN0R 1983) , saksalaisille (DIN 1982) ja englan—
tilaisilla (BS 1983) on D. magnan liikkumisen estymiseen
perustuvat vahvistetut standardit, jotka sisällöltään eivät
merkittävästi eroa ISO:n standardista.
OECD (1980) on laatinut ohjeet elämänkiertotestin suorittami
seksi vesikirpuilla, Testiorganismiksi suositellaan D. mag
naa, mutta myös D. ia voidaan käyttää. Testin tavoit
teena on selvittää tutkittavan aineen tai jäteveden vaikutus
vesikirppujen kuolevuuteen, kasvuun ja lisääntymiskapasiteet
tim. Testi kestää vähintään kaksi viikkoa ja se lonetetaan,
kun kolmas vesikirppusukupolvi syntyy. Kuolleisuutta, aasnua,
käytettävien alle 24 tunnin ikäisten poikasten ensimmäiseen
lisääntymiseen kuluvaa aikaa sekä syntyvien poikasten määrää
eri tutkittavan aineen synteettiseen laimennusveteen valmis
tetuissa konsentraatioissa verrataan nollakokeen vastaavain
arvoihin. Käytettävä testiluos vaihdetaan kerran 43 tunnissa
Testistä tulostetaan ainakin 2, 4, 7 ja 14 vuorokauden LCfl
arvot, Mikäli kuolleisuuden lisäksi havaitaan muita vaiku
tuksia, ilmoitetaan vastaavat EC50-arvot,
OECD (1982) on laatinut ohjeen EC0-arvon määrittämiseksi
nopeakasvuisilla, yksisoluisilla viherlevillä. Testissä tut—
kittavaa ainetta lisätään kasvavaan leväviljelmään erilaisi
na konsentraatioina. Kasvun (so leväsolujen lukumäärän li
sääntymisen) vähenemistä nollakokeeseen verrattuna pidetään
toksisuuden osoittajana. Tulos ilmaistaan EC50—arvona, jolla
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tarkoitetaan sitä konsentraatiota, jossa solutiheys on 50 %
nollakokeeseen syntyneestä tiheydestä. Niin ikään ilmoite
taan tutkittavan aineen suurin pitoisuus, joka ei aiheuta
levien kasvun inhiboitumista.
ÄSTM:llä on vuodelta 1980 oleva levätestistandardi, jossa
testiorganismina on viherlevä Selenastrum 4cornutum
CÄSTM 1981 b). Testissä tutkittava näyte autokiavoidaan ra
vinteiden vapauttamiseksi ja näytteen steriloimiseksi sekä
suodatetaan kiintoaineen poistamiseksi. Tämä testi on lähin
nä suunniteltu jäteveden maksimaalisen levää kasvattavan po—
tentiaalin selvittämiseksi eikä se sovellu kovinkaan hyvin
jätevesien levien kasvua inhiboivien ominaisuuksien tutkimi—
seen, Ranskalaisilla on standardjehdotus levien kasvun inhi—
boitumisen määrittämiseksi viherlevällä Scenedesmus
pcatus (ÄFNOR 1980).
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4. TUTKIMUSKOHDE
O
Porvoon Sköldvikissä sijaitsevat Neste Oy:n tuotantolaitokset.
ovat Pohjoismaiden suurin kemianteoliisuuden keskittymä.
Alueella käsitellään ja valmistetaan useita vesieliöille hai
tallisia ja myrkyllisiä yhdisteitä. Jätevesien myrkyllisyyttä
on kuitenkin tutkittu vähän. Aikaisemmissa selvityksissä on
tavanomaisten vedenlaatusuureitten lisäksi keskitytty lähinnä
jätevesipäästöjen kemialliseen analysointiin sekä rehevöittä—
vien vaikutusten tutkimiseen (mm. Penttinen 1980). Jätevesien
varsinaisia myrkkyvaikutuksia ovat tutkineet levillä ja hete—
retrofisilla bakteereilla Talsi (1983) sekä vesikirpuilla ja
kaloilla Nikunen (1983 1,).
Sköldvikin teollisuusalueen vanhin ;aitos, öljynjalostamo,
aloitti toimintansa vuonna 1965. Sittemmin on öljynjalostus—
kapasiteettia huomattavasti lisätty ja rakennettu petrokemian
teollisuutta sekä mm. fenoli— ja asetonitehdas. Edelleen
alueella sijaitsee mm. Neste Oy:n muovitehdas (ent.Pekema Oy),
polystyreenitehdas (ent. Stymer Oy) sekä kemian tehdas (ent.
Kymi-Kynmene Oy).
Oljynjalostuksen määrän lisäämisestä huolimatta ovat jäte
vesien haittavaikutukset 1970-luvun aikana tehostettujen puh
distusmenetelmien ansiosta ilmeisesti vähentyneet. Jätevedet
käsitellään aluksi mekaanisesti ja kemiallisesti, jolloin
suurin osa äljystä ja rikkiyhdisteistä poistuu. Orgaanisen
aineksen vähentäminen tapahtuu kahdella menetelmällä: pelkäs
tään öljyä sisältävät jätevedet aktiivihiilisuodatetaan ja
muitakin epäpuhtauksia sisältävät jätevedet käsitellään ak
tiivilietemenetelmällä. Pääosa jätevesistä johdetaan jalosta—
mon satama—altaaseen. Tehdasalueen pohjoispuolelle johdetaan
lisäksi eräitä mekaanisesti käsiteltyjä jätevesiä, mm. höyry
kattiloiden ulospuhallusvesiä sekä öljyisiä pintavesiä.
Neste Oy:n polystyreenitehtaalla valmistetaan polystyreeni
muoveja mm. pakkauksissa käytettäväksi. Jätevesien sisältä
miä haitallisia yhdisteitä ovat min. fosfori ja styreeni.
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Polystyreenitehtaan j ätevedet johdetaan merivesitunneliin
ilmastusaltaan kautta, minkä lisäksi osa jätevesistä aktiivi—
hiilisuodatetaan.
Neste Oy:n kemian tehdas valmistaa ftaalihappoanhydridiä
maaliteollisuuden raaka—aineeksi, muovinpehmenninaineita
sekä polyesterihartseja lujitemuoveihin. Tehtaan jätevesien
vaikutukset vesistössä ilmenevät mm. pieninä dioktyylifta
laattipitoisuuksina merivedessä ja kaloissa, Kemian tehtaan
jätevedet käsitellään aluksi mekaanisesti, minkä jälkeen ne
puhdistetaan biologis-kemiallisesti ilmastus- ja selkeytys
altaita käyttäen. Jätevedet johdetaan tämän jälkeen meri
vesitunneliin joko suoraan tai aktiivihiilisuodattimen
kautta.
Neste Oy:n muovitehdas valmistaa eteenistä ja vinyylikiori
dista polyeteeni- ja polyvinyylikloridimuoveja (LDPE ja PVC).
Vaikka raaka-aineena käytetyn vinyylikioridin (VCM) valmis
tus on Suomessa toistaiseksi lopetettu, joutuu jätevesiin
edelleen prosessin välituotetta 1,2-dikioorietaania, sillä
sitä on päässyt runsaasti tehdasalueen pohjavesiin, mistä
sitä poistetaan pumppuamalla. Muovitehtaan jätevedet johde
taan merivesitunneliin kahden ilmastusaltaan kautta Ennen
ilmastusaltaisiin johtamista on PVC-yksikön jätevedet puhdis—
tettu mekaanisesti hienojakoisen kiinteän PVC:n poistamiseksi;
saniteettijätevedet puhdistetaan lisäksi biologisesti.
Sköldvikin teollisuusalueen eri laitosten käytössä on yhtei
nen jäähdytysvesijärjestelmä, jossa merivettä icäytetään enin-
3 ....taan 120 000 m /h. Jaahdytysvedet johdetaan ns. merivesitun
neliin, johon myös muovitehdas, polystyreenitehdas ja kemian—
tehdas laskevat jätevetensä. Koska jätevesien määrä on jääh
dytysvesien virtaamaan verrattuna vähäinen, laimenevat ne
ratkaisevasti jo ennen purkuvesistöön joutumistaan (taulukko
1) (Talsi 1983).
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Taulukko 1. Teollisuuslaitosten keskimääräiset jätevesi
virtaamat.
Q Laimennussuhde
Laitos 3 merivesitunnelissa(m /d) (%)
öljynjalostarno 10 000 — 15 000
Polystyreenitehdas 350 0,03
Kemian tehdas 200 0,018
Muovitehdas 2 800 0,27
Jäähdytysvesi 1 000 000 1 200 000
5. MENETELMÄT
5.1 SUMPUTUSKOE
Testeihin käytetyt 2—vuotiaat kirjolohet (Salmo gairdneri,
Richardson) saatiin Oy Keskuslaboratoriosta, jonne ne oli
kahta viikkoa aiemmin hankittu Hatsinan kalanviljelylaitok
selta Hollolasta. Kalojen keskipaino oli 68 g ja keskipituus
21 cm. Sumputuskoe aloitettiin jätevesien purkupaikaila
17.6.1982 ja vertailupisteellä päivää myöhemmin, PVC-muovis
ta rakennetuista kehikoista ripustettiin 40 cm:n korkuisia
halkaisijaltaan 30 cm olleita havassumppuja 0,5 ja 1,0 met
rin mittaisin naruin. Kehikot asetettiin 0,5 metrin syvyy
teen (kuva 1)
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Kuva 1. Sumputuslaitteisto
Sumppuja oli molemmilla testipaikoilla 15 kappaletta ja niis
tä jokaiseen pantiin yksi kirjolohi. Kaloja ruokittiin testin
ajan joka toinen päivä Ewoksen kuivarehulla (Forelli) ja
kalojen kunto tarkistettiin silmämääräisesti kerran viikossa.
Sumputuspaikat sekä jätevesien purkukohdat on esitetty ku
vassa 2.
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Kuva 2, Kirjolohien sumputuspaikat sekä jätevesien purkukohm
dat. (, = jätevesille altistettu ryhmä, X = vertailu-
ryhmä; 1 = öljynjalostamon purkupaikka, 2= pinta
vesien purkupaikka, 3= merivesitunnelin purkupaikka)
Sumputusaika oli molemmissa paikoissa kolme viikkoa, Kokeen
päättyessä sumput nostettiin yksitellen; koekala tainnutet
tim iskulla päähän ja verinäyte otettiin välittömästi punk
tiolla pyrstösuonesta Ruiskut oli ennen näytteenottoa kä
sitelty NH-hepariinil1a Hematokriittiarvo määritettiin
välittömästi
Hemogiobiinimääritystä varten pipetoitiin 10 i1 verta 3 ml:
aan hemoglobimnireagenssia Jäljelle jääneestä verestä ero
tettiin plasma sentrifugoimalla Osa plasmasta säilöttiin
o 1 2km
s
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Perkloorihappoon glukoos ja laktaattimrjtyksiä Varten ja
loppu säi nestetyppeen Verinäytteen ottamisen jälkeen
kalat mitatti ja punnjttj minkä jälkeen niistä leikat
tiin kudospalat Lihasnäytteet otettiin selkäevän ja kylki
viivan Välisestä valkoisesta lihaksesta Lihasnäytt
j ii
säkgj S±löttjjn kalojen sappirakot ja maksat nestetyppe
Kalojsta määritetyt 25 fysiologista suuretta voidaan jaotel
ryhmjj esimerkiksi seuraavasti.
Ä. Kunto- ja stressjparetrit
-
kalan: kuntokerroin fCF)
-
Veren: (Hb), hematokriitti
arvo fHct) ja PUnasolujen keskihemogiobiini
pitoisuus (MCHC)
—
plasman: glukoo- (gluc), laktaattj (lac) ja
kaliumpitoisuus (K)
B. Yleiset aineenvaihdunta
pat
-
plasman: natrium— tNa), klorji• (C1), kalsium
(Ca2), magnesj fMg2) ja proteiinjpjt0±
suus (prot) sekä osmolaalisuus (osin)
—
lihaksen: vesi— 2) ja proteijnipitoj55 (prot)
-
maksan: glykogeej• (glyc), Proteiini (prot) ja
1iPidipitoisuus Cup)
C. Detoksikaatiopara
intit
—
maksan: f3G), UDP•gluk00•
syylitran5f5j (UDP-GT) ja 7-etoksj-
(ECQD)
sekä sytokromi •45On määrä (P-450)
D. Kudosvaurjoparametrjt
—
piasman. asPartaattiifl
otf
(ÄSÄT)
-
maksan: tLDH)
E. Hermostoparametr.
—
lihaksen: asetylkolj5t. (ÄChE)
38
5.11 Määritysmen etelmät
Pääosa analyyseistä tehtiin vesihallituksessa käytettävien
menetelmien (Ruoppa 1982) mukaisesti, Kalojen pituuksien (1)
ja painojen (w) perusteella laskettiin kaloille ns. kunto
kertoimet (Condition Factor CF) kaavalla:
= JL oo.
(cm)
Punasolujen keskimääräinen hemogiobiinipitoisuus, MCHC (mean
corpuscular haemoqlobin concentration) , määritettiin jaka
maila hemoqloblinipitoisuus hematokriittiarvolla
Piasman magnesiumpitoisuus määritettiin WAKO (nro 273—32809)
-testipakkauksen ohjeiden mukaisesti. Kalsiumpitoisuus määri—
tettiin WÄKO (nro 276—21809) -testipakkaukseila. Plasman 05
moiaaljsuus määritettiin Wescor 5130 B-osmometrilla laitteen
ohjeiden mukaisesti. Proteiinimäärityksessä käytettiin plas—
manäytteiden osalta ns. Biuret—meneteimää, jossa näytettä
pipetoitiin Biuret—reagenssiin 1:100, 15 minuutin seisotuksen
jälkeen näytteiden ja standardien absorbanssit mitattiin
spektrofotometrisesti aallonpituudella 555 tvhjäkoetta vas
taan. Lihas— ja maksanäytteiden pratelinipitoisuus määritet—
tim ns. Lowryn menetelmällä 1:300 tislatuila vedellä laimen—
netusta homogenaatista (Lowrt ym. 1951, Ruoppa 1982).
Maksan lipidipitoisuus määritettiin uuttamaila noin 50 mg : n
kokoisia kudospaloja Eppendorf-putkissa, joihin kuhunkin oli
pipetoitu 200 1u1 kloroformia, 200 ul metanolia ja 100 pi
tislattua vettä. Putkia inkuboitiin ravistelijassa yli yÖn,
minkä jälkeen niitä seisotettiin, kunnes faasit olivat sel
västi erottuneet. Kloroformifaasia pipetoitiin 50 pl 2 ml:aan
väkevää rikkihappoa, minkä jälkeen lipidipitoisuus määritet
tim kuten lihasnäytteistäkin.
Maksan UDP—glukuronosyylitransferaasiaktiivisuus määritettiin
Kuopion korkeakoulussa kalaa varten modifioidulla Hännisen
(1966) esittämällä menetelmällä. Maksan sytokromi P-450:n
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konsentraatio määritettiin maksan mikrosomeista menetelmällä,
jonka ovat kuvanneet Omura ja Sato (1964). CO:lla kupiitettu
jen näytteiden spektri ajettiin Carry 185 spektrofotometrilla
aalionpituudella 400
- 500 nm. 7-etoksikumariini-O-de-etylaa-
siaktiivisuus määritettiin menetelmällä, jonka on kuvannut
Aitio (1978). 7-etoksikumariinin pitoisuus mitattiin Perkin
Elmer NPF-43 Ä-spektrofotometrilla eksitaatio aallonpituudel
la 390 nm ja emissio 440 nm.
Jotta näytemäärä olisi UDP-GT:n, P-450:n ja ECOD:n määrityk
sissä saatu riittäväksi, määritettiin kyseiset suureet kokoo
manäytteistä, joihin oli yhdistetty kolmen tai neljän kalan
maksanäytteet (ks. liitteet 3 ja 4).
Määrityksissä, joissa fotometria ei ole erikseen mainittu
käytettiin BECKMN Model B:tä sekä kertakäyttöisiä 1 cm:n
kyvettej ä.
Saaduista tuloksista laskettiin keskiarvot (x), keskiarvon
keskivirheet (S.E.) ja keskihajonnat (S.DJ. Ryhmien tulos
ten keskinäisessä vertailussa käytettiin Studentin t-testiä,
jonka t-arvot merkitsevyyksineen on ilmoitettu tulosten yh
teydessä. Tulosten ryhmäkohtaisia variansseja verrattiin
toisiinsa F—testillä.
512 Määritettyjen muuttujien merkityk
se s tä
Ä. Kunto— ja stressiparametrit
Veren hemoglobiinipitoisuus kuvastaa veren hapenkuljetus—
kykyä ja vaikuttaa siten kalan selviytymismahdollisuuksiin
huonoissa ympäristöoloissa. Alentunut Hb-pitoisuus johtuu
lyhytaikaisessa testissä useimmiten kidusvaurion tai plasman
ionitasapainon aiheuttamasta veren laimenemisesta, Veren Hb—
pitoisuuden kohoaminen lyhytaikaisissa rasitustiloissa joh
tunee pääosin plasmatilavuuden pienenemisestä sekä muutok
sista punasolujen jakautumisessa eri verenkierron osien
välillä (Nikinmaa ym. 1981).
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Veren hematokriittiarvo on veren punasolujen tilavuuden suh
teellinen osuus koko verestä, Lohikalojen punasolut turpoa
vat nopeasti vähähappisissa olosuhteissa (Soivio & Nikin
maa 1981), Tästä syystä Hctarvon muutos, joka on epäsuh
teessa veren Hbpitoisuuteen tMCHC) on varsin herkkä rasitus
indikaattori. Mikäli punasolujen koko pysyy muuttumattomana,
johtuu Hct—arvon muutos usein lyhytaikaisissa testeissä sa
moista fysiologisista vasteista kuin veren Hb-pitoisuuden
muutokset, Rasitus aiheuttaa usein molempia tyyppejä olevia
vasteita Hctarvossa
Punasolujen keskihemoglobiinipitoisuus (MCHC) kuvastaa lyhyt
aikaisessa testissä punasolun koon muutoksia. Alentunut MCHC
johtuu lohikaloilla yleensä punasolujen rasitusperäisestä
turpoamisesta. Kohonnut MCHC kuvastaa useimmiten osmoottista
häiriötilaa (Oikari 1978) . Pitkäaikaisessa altistumisessa ei
MCHC:n kohoaminen välttämättä johdu pelkästään punasolun
koossa tapahtuvista muutoksista, Plasman kaliumpitoisuus
kuvaa mm. punasolun koon säätelytilaa: punasolun turvotessa
plasman Kpitoisuus vähenee toisaalta esim. stressin vai
kutuksesta kohonnut Kpitoisuus tehostaa kalan punasolujen
turpoamista (Nikinmaa 1982),
Plasman giukoosipitoisuus kuvastaa kalan hiilihydraatti
aineenvaihdunnan tilaa, Plasman sokeripitoisuus yleensä ale
nee pitkäaikaisessa rasituksessa ja kohoaa suhteellisen lyhyt
aikaisen rasitustilan seurauksena sekä hyvin matalissa
(0—4°c) tai korkeissa (yli 15°C) lämpötiloissa. Pitkäaikainen
paasto johtaa plasman giukoosipitoisuuden alenemiseen, kun
taas lyhytaikainen paasto saattaa jopa kohottaa sitä (Soivio
& Virtanen 1980)
Veripiasman maitohappo 1. laktaattipitoisuus kuvastaa sekin
hiilihydraattiaineenvaihdunnan tilaa, Häiriintymättömällä
kalalla se on yleensä hyvin matala, Ulkoinen tai aineenvaih
dunnallinen häiriö kohottaa plasman maitohappopitoisuutta
nopeasti jopa yli 10’-kertaiseksi lepoarvoon verrattuna,
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Tällöin plasman korkea laktaattipitoisuus usein korreloi al
haisen MCRC:n kanssa. Toisaalta piasman korkea maitohappo
pitoisuus saattaa johtua pitkäaikaisesta kudosten hapenpuut
teesta sekä matalasta tai korkeasta lämpötilasta (Soivio &
Virtanen 1980).
Kalojen kuntokerroin antaa mahdollisuuden vertaifla eri ko
koisten kalojen pituuksien ja painojen suhdetta. Lisääntynyt
pituuskasvu tai lihasmassan vähentyminen (laihtuminen) pie—
nentävät kuntokerrointa. Pitkäaikaisissa testeissä voidaan
lisäksi saada viitteitä ravinnon käytössä tai energian kulu
tuksessa tapahtuneista muutoksista.
B. Yleiset aineenvaihduntamuuttujat
Plasman ionitasapaino on ennen kaikkea kiduksissa ja munuai—
sissa tapahtuvan säätelyn tulos. Kaikki säätelymekanismeihin
kohdistuvat häiriöt johtavat tasapainosta poikkeamiseen.
+
—
2+
.
2+Makean veden kaloissa piasman Na —, Cl ‘,24g - ja Ca —pitoi—
suuksien alentuminen osoittaa munuaisten aktiivisen ionikul—
jetuksen häiriintyneen. Erityisesti Na1- ja C1-ionien aktii
vista kuljetusta tapahtuu myös kiduksissa, joten näiden osal
ta pitoisuujcsien aleneminen saattaa viitata myös kidusvau—
rioon (Rankin & Davenport 1981). Merivedessä säätelyn Mi
riöt ilmenevät ionipitoisuuksien nousuna. Meikäläisessä
murtovedessä Na+:n ja Cl:n pitoisuudet ovat alhaisemmat
kuin kalan plasmassa, joten häiriö on samantapainen kuin ma
keassa vedessä. Mg2’:n osalta muutos kuitenkin on ilmeisesti
merivesityyppiä
Plasman Mg2t.pitojen kohoaminen makean veden kaloissa
viittaa hemolyysiin tai kudosvaurioon - tällöin myös plasman
kaliumpitoisuus on kohonnut. Merivedessä saattaa plasman
Mg2tpitoisuus kohota myös munuaisvaurion seurauksena. Plas—
2+
man Ca -pitoisuus on korkea kutuaikaan - muulloin korkea
pitoisuus viittaa hemolyysiin tai kudosvaurioon.
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Kaksianoiset ionit Mg2 ja Ca2 ovat myös tärkeitä entsyymiw
aktiivisuuksien säätelijöita ja ntiden määrien, muutokset
vaikuttavat täten tiettyjen elinten aineenvaihdunnan muutok
sun. Mq2-ionien tiedetään aktivoivan esim. peptidaaseja,
karboksylaaseja ja fosfataaseja. Ca2+ioneilla on tärkeä mer
kitys mm. naaraiden sukurauhasten kehityksessä ja ruskuaisei
muodostuksessa (Whitehead ym. 1978). Ca2 :n pitoisiuden ale
neminen aiheuttaa myös henolihas-yliherkkyyttä ja jatkuvaa
lihasten stimuloitumista (Harper 1971), mikä taas vaikuttaa
asetylkolinesteraasin aktiivisuuteen. Mg2 ja Ca2 vaikutta
vat myös kidusepiteelin läpäisevyyteen ja sitg kautta
osmoottiseen tasapainoon.
Plasman kaliumpitoisuus kohoaa voimakkaasti kudosvaurioitten
yhteydessä (Soivio & Virtanen 1980). Äkillinen rasitus taas
vähentää pitoisuuttå voimakkaasti. K-ionit vaikuttavat her
mojen aktiopotentiaalin ylläpitoon ja sitä kautta myös lihas-
ja hermotoimintoihin.
Plasman proteiinipitoisuuden äkilliset muutokset kuvastavat
yleensä osmoottisen säätelyn häiriöitä. Plasman vähäproteii
nisuus saattaa olla myös pitkäaikaisen nälkätilan seurausta.
Maksan rasvapitoisuus saattaa kohota rasituksen tai esim.
ympäristömyrkkyj en aiheuttamien aineenvaihduntahäiriöitten
seurauksena. Maksan ja lihaksen proteiinipitoisuus sekä
lihaksen lipidipitoisuus riippuvat mm. kalan ravitsemukselli
sesta tilasta.
Kalojen hiilihydraattivarastojen (lähinnä glykogeenin) määrä
vaikuttaa niiden kykyyn sietää rasitusta. Maksan glykogeeni
pitoisuus kuvaa kalan ravitsemustasoa ja se on nopean mobili—
soitavuutensa takia tärkeä akuutissa rasituksessa. Paasto
vaikuttaa maksan glykogeenipitoisuuteen hitaasti (Soivio,
julkaisematon).
:‘
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C. Detoksikaatioparametrit
Eliöiden aineenvaihdunnan tuloksena syntyy lukuisia elintoi
minnoille haitallisia yhdisteitä. Osa näistä yhdisteistä on
monien vaarallisten ympäristömyrkkyjen tavoin rasvaliukoisia
ja niiden poistamiseen käytetään samoja mekanismeja. Vieras—
aineenvaihdunta eli detoksikaatio muokkaa nämä yhdisteet
vesiliukoisiksi ja siten helposti eritettäviksi Detoksikaa—
tioon osallistuu lukuisia entsyymejä, joiden avulla vieras-
aineita hapetetaan (hapetusreaktiot) tai niihin liitetään
jokin polaarinen ryhmä (konjugaatioreaktiot) erittymisen
he1pottamiseksi Yleensä vierasaineenvaihdunta on vilkkainta
maksassa, mutta sitä tapahtuu myös muissa elimissä Kalojen
vierasaineenvaihduntaan osallistuvien entsyymien aktiivi—
suustasoissa tai siihen liittyvien yhdisteiden pitoisuuksis—
sa tapahtuvat normaalista poikkeavat muutokset ilmentävät
vesien kemiallista kuormitusta usein ennen kuin vaikutuksia
on havaittavissa muissa mekanismeissa tai kalan fysiologi—
sessa kunnossa.
Ensimmäisen vaiheen detoksikaatioentsyymeistä (hapetusreak
tiot) on yleisimmin määritetty sytokromi P-450:n määrää,
joka ei kuitenkaan sinällään kerro kovinkaan paljon kyseisen
entsyymin aktiivisuudesta, Sytokromi P-450:n aktiivisuutta
voidaan mitata jonkin sopivan mallisubstraatin (esim, 7—etok-’
sikumariinin) avulla.
Toisen eli konjugaatiovaiheen entsyymeistä UDP-glukuronosyy—
litransferaasi on maksan endoplasmaattisessa kalvostossa
toimiva entsyymi, joka liittää poistettavaan aineeseen glu
kuronosyyliryhmän. Muodostunut vesiliukoinen yhdiste on tä
män jälkeen helposti eritettävissä, Koska mm. elimistön nor
maalit steroidit eritetään konjugoimalla ne glukuronosyyli
ryhmällä, saattavat UDP-GT:n aktiivisuuden muutokset häiritä
1 isääntymistä.
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Beta—glukuronidaasi on “retoksikoiva” entsyymi, joka elimis—
tössä irrottaa yhdisteistä giukuronosyyliryhmiä eli toimii
päinvastoin kuin UDP-GT. BG:n aktiivisuuden kohoaminen ku
vastaa soluvaurioita, kun taas sen aleneminen saattaa olla
merkkinä esim. lisääntyneestä qlukuronihappokonjuqaatiosta
ja siten suuremmasta kyvystä vapautua haitallisista aineista,
Ympärist&nyrkkyjen on todettu sekä aktivoivan vierasaine
entsyymejä että saattavan estää niiden toimintaa.
D. Kudosvaurioiden ja hermoston toiminnan osoittajat
Kudosvaurioita voidaan osoittaa mm. määrittänällä plasmasta
kudosperäisiä entsyymejä.
Maitohappo- 1. laktaattidehydrogenaasi osallistuu kudosten
hiilihydraattiaineenvaihduntaan. Sen rakenne on kudoskohtai
nen, joten plasmaan vapautuneiden isoentsyymien suhteesta
voitaneen arvioida kudosvaurion sijaintia ja aktiivisuudesta
sen laajuutta (Oikari ym. 1983). Aktiivisuutta esiintyy lä
hinnä sydämessä, maksassa ja lihaksissa. Useat ympäristömyr
kyt kohottavat plasman LDH-aktiivisuutta.
Aspartaattiaminotransferaasiaktiivisuus kohoaa kalan veressä
mm. useiden teollisuuden myrkkyjen ja raskasmetaflien vaiku
tuksesta. Aspartaattiaminotransferaasisynteesiä tapahtuu
lähinnä maksassa ja sydänlihaksessa, joiden vauriot näkyvät
piasman ASAT—aktiivisuuden muutoksina. Myös plasman kohonneet
kaliumionipitoisuudet saattavat ilmentää kudosvaurioita.
Plasman koliiniesteraasiaktiivisuuden (ChE) lasku saattaa
johtua henostollisista vaurioista. Mm. orqanofosfaatit ja
metsäteollisuuden jätevedet vaikuttavat ChE—aktiivisuuteen.
Plasman korkea ChE-aktiivisuus saattaa haitata kalan lihas’-
liikkeiden koordinointia. Koliiniesteraasia muodostuu useis
sa kudoksissa ja sen koostuu eri isoentsyymeistä. Entsyymi
määrityksissä käytetään eri substraatteja, joista yleisin on
asetyylikoliini.
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5.2 LUONNONKÄLÄT
Merivesitunnelin purkupaikalta pyydettiin 9.- 24.3.1983
kaloja 2 5 metrin syvyyteen purkupaikan sulaan viritetyllä
verkkosarjalla. Samanaikaisesti hankittiin vertailuaineisto
Sipoosta Norkullalandetin ja Kaunissaaren väliseltä meri-
alueelta. Tavoitteena oli tutkia meritaimenia, joista olisi
voitu määrittää vierasaine—entsyymejä, mutta niitä ei kuiten
kaan jätevesien purkupaikalta saatu. Näin ollen keskityttiin
kalojen maksojen ja sappien jäämäainepitoisuusmäärityksiin
(ks, 5.4) sekä tutkimaan sisältävätkö kalojen maksat muta—
geenisia aineita (ks. 5.5).
5,3 VESIKIRPPUTESTIT
Vesikirpputestejä varten haettiin Sköldvikistä jätevesinäyt—
teet 5.7.1982 ja 12.4.1983. Näytteet otettiin muovitehtaan
molemmista jätevesien purkuviemäreistä (Ä1 ja Ä7) sekä ke—
miantehtaan ja polystyreenitehtaan ulostulevasta jätevedestä.
Näistä jätevesistä valmistettiin heti paikan päällä niiden
yhteisvaikutuksen tutkimiseksi virtaamien suhteessa sekoitus,
jolla niin ikään tehtiin vesikirpputesti. Lisäksi testattiin
öljynjalostamon puhdistettu jätevesi sekä alueen pohjoispuo
lelle laskevan purkuputken jätevesi.
Vesikirpputesteissä käytettiin testieliöinä pia magn
fstraus) alle 24 tunnin ikäisiä poikasia. Koeastioina olivat
20 ml:n lasiputket, joissa käytettiin nestetilavuutena 10
ml:aa. Koe-eliöitä oli kussakin putkessa 5 kpl ja putkia
jokaisessa laimennuksessa 3 kpl. Laimennusvesi oli ensimmäi
sellä koekerralla valmistettu ISO:n (1982) standardin mukai
sesti; toisella kerralla käytettiin viisi kertaa laimeampaa
laimennusvettä. Testilämpötila oli 20°C ja valaistuksena
jatkuva 3 000 lux. Tuloslaskennassa määritettiin ensin jo
kaiselle laimennukselle lineaarisen regression avulla vesi—
kirppujen keskimääräinen elossapysymisaika MST (Median
Survival Time), minkä jälkeen LC50-arvot laskettiin yhtälöl
lä y = axb, missä y = jäteveden konsentraatio ja x = MST.
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Koska kaikki jätevesinäytteet sisälsivät runsaasti hieno
jakoista sakkaa, joka olisi saattanut vaikuttaa tuloksiin,
suodatettiin ne Whatman GF/C-suodattimilla. pH:n vaikutuksen
eliminoimiseksi jätevesinäytteet neutraloitiin (pH 7,0) lai—
mealla suolahapolla ja natriumhydroksidilla.
Merivesitunneliin laskettavista jätevesistä niiden virtaamien
suhteessa valmistetun seoksen vaikutuksia vesikirppujen
lisääntymiseen ja hengissä pysymiseen tutkittiin OECD:n (1980)
suosittamalla menetelmällä. 11eutraioidusta näytteestä valmis
tettiin 30, 10, 5, 2, 0,5 ja 0,1 prosenttiset laimennukset
ISO:n (1982) standardin mukaiseen laimennusveteen, Testi teh—
tim semistaattisena: 90 % testiliuoksista vaihdettiin kolme
kertaa viikossa, Liuosten vaihtamisen yhteydessä astioihin
lisättiin 5 prosenttisessa Z 8:ssa (Kotai 1972) kasvatettua
Selenastrum c2tum- ja Chlorella yioidosa-viherle
vien sekaviljelmää. Ravintolisäyksen solumäärä oli kolme
viikkoa kestäneen testin alussa 7 x testiliuoksen 100
ml: aa kohti laskettuna. Vesikirppujen ravinnontarpeen kasva—
misen vuoksi solumäärää lisättiin siten, että se testin
päättyessä oli 2 x 10 jokaisessa testatussa ätevesioitoi
suudessa ja kontaollikokeessa kä\rtettiin kahta ninnakkais
astiaa, joista molempiin pipetoitiin tescin alkaessa 20 alle
yhden vuorokauden ikäistä vE-sikirppua. Testin aikana vssi
kirppujen hengissä pysymistä, syntyneiden poikasten määrää
ja kuntoa, kestosolujen ja kuoriutumattomien munien lukumää
riä tarkkailtiin päivittäin.
5 4 JMMÄRITYKSET
Vesi- ja jätevesinäytteistä määritettiin vesihallituksen
vesientutkimusiaitoksen tutkimuslahoratoriossa fenoli—, vi—
nyylikioridi-, 1 ,2—dikloorietaani-, dioktyyliftalaatti-,
kloroformi- ja mineraaliöljypitoisuuksia. Vinvylikloridi
(VCM), 1 ,2-dikloorietaani (1 ,2—DCE) ja kloroformi määritetiin
head space-tekniikalla kaasukromatografisesti FI-detektoria
käyttäen. Dioktyyliftalaatti tDOP) määritettiin heksaaniin
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kon sentroidusta näytteestä kaasukromatografisesti EC—detekto
ulla. Mineraaliöljy määritettiin standardin SFS 3010 mukai
sesti ja fenoli standardilla SFS 3011.
Valtion teknillisen tutkimuskeskuksen elintarvikelaborato—
riossa tehtiin vesinäytteistä ja sumputettujen kalojen kudos—
näytteistä kloorattujen fenoleiden analysointi anisoleina
kaasukromatografiamassaspektrometrisesti SIM-tekniikalla.
Lisäksi kudosnäytteiden vinyylikioridipitoisuudet analysoi
tim samalla menetelmällä. Kalanäytteistä tehdyissä analyy
seissä käytettiin näytemäärän saamiseksi riittäväksi kokooma
näytteitä, jotka oli valmistettu yhdistämällä maksanäytteistä
molemmista sumputusryhmistä puolet, plasmanäytteissä molemmat
ryhmät kokonaan ja sappinäytteissä molemmista ryhmistä neljän
kalan näytteet.
Abo akademin puukemian laitoksella määritettiin resipientistä
pyydettyjen kalojen maksa- ja sappinäytteistä klooratut feno
lit anisoleina kaasukromatografiamassaspektrometrisesti
Haloformit määritettiin kyseisten kalojen maksa- ja sappi
näytteistä Jyväskylän yliopiston kemian laitoksella. Näytteet
uutettiin ultraäänen avulla isopropanoli—heksaanj—seokseen
(4:1), joka faasitettiin veden avulla, minkä jälkeen heksaani
faasia injektoitiin kaasukromatografimn. Laitteistona oli
Micromat HRGC 412 ja detektorina 63Ni-ECD,
5 5 MUTÄGEENISUUSTUTKIMUKSET
Jätevesien, purkupaikalta pyydettyjen kalojen maksojen sekä
merivesitunnelin suun ja öljynjalostamon jätevesien purkupai—
kan pohjasedimenttien mutageenisuutta tutkittiin Amesin muta
geenisuustestin (Aines ym. 1973) avulla VTT:n elintarvikelabo
ratoriossa,
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Jätevesinäytteitä haettin mutageenisuustestejä varten Skold
vikistä kahdesti. Ensimmäisellä kerralla tutkittiin öijyn
jalostamon purkupaikka nro 1 tri, muovitehtaan kemian ei Laan
ja polystyreenitehtaan lähtevät jätevedet Ennen tesL-
näytteet steriilisuodatettiin. Näytteiden metaholiseen -i
vaatioon käytettiin fenobarbitaalilia la beta-naftoflavoeila
indusoidun rotan maksan mikrosomaalista Iraktiota (S 91
Testi suoritettiin kahdesti Salmonella
TA 98 ja TÄ 100. Testatut määrät olivat ensieLmäisellä tesni
kerralla maljaa kohti 50, 100, 250, 500, 1 000 .a 1 53
Toisella testikerralla kahta pienintä piroisuubta ei
ty. Kukin konsentraatio testattiin koine rinnak]:aisni1j
käyttäen. Metabolisen aktivaatiojärjestelmän tein_luut
kontrollo;miseksi testattiin molersuilla tysikerroilJ
2aminoantraseeninäyte (5 ig/malja).
Toisella näytteenottokerralla test it i cd lisLan t
den lisäksi myös öljynjalostamon pur upai ka nro 2 rn 0
vesinäyte. Näytteet konsentroitiin Ambnrlitc xkD2
joista ne eluoitiirt asetonilla, joka kai}:duteatiin RL
laitteella. Haihdutosjäännös liuotett±n dinetryi i;u1 -
diin siten, eiuh opullisinsi xuoLt
0,5 5 alkuperäisestä. Myseisisti te niha -.
näytepitoisuudet olivat maijaa ‘ohti 2n 3; ju ii :L.
Jokainen häytetty pinoisuus teSl.vlLn 1
aktivaatiolla että ilman sitä. Muilto ii eLivo i
menetel taL samat uii ersitäiselia
Sedimentti— ja kalanäytteistä rhtiir utdgeetruu t
Salmonella himurium-kannilla k °7 IA 9 ja T 1
metabolisella aktivaat;o113 että il r . Alumiit,
sa säilytetyt ja pakastet;t näytteet sula ettiiir onsir 5
tilassa 4°C. Sedimentt±näytteet (100 g) ;stettiin rtuit
sykloheksaanilla (300 ml) ja sitten et-uliauetaatilla <3; ml)
seka polaarlsten että epäpolaaristen epäpuhtauksien sa,iek
si talteen. Uutot tehtiin huoneenlänpötilassa magneettsekoi
tusta käyttäen ja niiden kesto Oi noin 18 h. Uutroihin käy
tetyt liuottimet erotettiin sedimenttisuspensiosta sentrifu
goinnin (12 000 rpm, 15 min., ±4°C) ja dekantoinnin avulla.
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Liuottimet kuivattiin pyöröhaihduttimella ja haihdutusjääw”
nökset liuotettiin dimetyylisulfoksidiifl (5 ml). Näytteet
säilytettiin lämpötilassa -20°C valolta suojattuina. Itse
Ames-testi suoritettiin tämän jälkeen samalla menetelmällä
kuin j ätevesinäytteidenkin kohdalla. Käytetyt näytemäärät
olivat maljaa kohti 5, 10, 25 ja 50 ul.
Jätevesien purkupaikalta pyydettyjen kalojen maksoista koot
tu näyte (21 g) suspendoitiin sulattamisen jälkeen saliiniin
(10 ml) ja homogenoitiin. Näyte uutettiin ensin sykloheksaa
nilla (120 ml) ja sitten etyyliasetaatilla (120 ml). Koska
histidiiniauksotrofeja bakteerikantoja mutageenisuustestauk
seen käytettäessä voi näytteen sisältämä histidiini aiheut
taa tulosten virhetulkintoja, varmistettiin analysoimalla,
ettei polaarinen fraktio sisältänyt histidiiniä. Muilta osin
analysointi tehtiin samalla menetelmällä kuin sedinenttinäyt
teidenkin kohdalla.
6. TULOKSET
6.1 SUMPUTUSKOE
Kaikki sumpuissa olleet kalat olivat hengissä kolmen viikon
mittaisen altistuksen päättyessä. Molempiin paikkoihin ase—
tetuista alunperin 15 kalasta oli merivesitunnelin suulla
karannut yksi ja vertailupisteellä seitsemän. Etenkin jäte
vesien purkupaikalla oli sumppujen limoittuminen voimakasta.
Sumputuksen aikana vedet lämpenivät purkupaikalla 9, 2C: sta
17 ,20C:een ja vertailualueella 6 ,40C:sta 1 5,80C:een. Veden
pH-anot vaihtelivat sumputuksen aikana välillä 7,5 - 8,1.
Tutkituista muuttujista olivat kalojen kuntoon ja mahdolli
seen stressiin liittyviä lähinnä kuntokerroin, veren hapen—
kuljetuskykyä ja punasolujen kokoa mittaavat suureet sekä
plasman sokeri— ja maitohappopitoisuudet. Kyseisistä suu—
reista saadut tulokset on esitetty taulukossa 2.
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Taulukko 2. Kalojen kunto- ja otressiparametritulokset.
(NS = p > 0,10)
altistus vertailu muutos t—amio merkit—
parametri SD, S.D, (8) sevyys
n=14 n=8
kalan:
CF 0,683± 0,083 0,702± 0,090 2,9 0,52 NS
veren:
(g/1) 74,7 67,9 ±21,5 +10,1 0,83 ks
Hct (8) 27,9 3,7 29,0 3,3 3,7 0,71
MC fg/1) 267 ±12 257 ±19 ± 3,9 1,34 kS
plaian:
+ +
gluc (mg/l) 313 —74 315 —51 — 0,6 0,07 kS
lac (mg/1) 86,7 ±89,3 68,6 ±22,5 ±26,4 0,72 Nk
K (mekv/l) 3,75± 0,65 3,77± 0,59 — 0,69 0,10 kS
Tutkituista muuttujista kuvasivat ns. yleistä aineenvaihdun
taa lähinnä ravintovarastoihin, proteiinisynteesiin 1 a ionto
tasapainoon liittyvät suureet, joista saadut tulokset on esi
tetty taulukossa 3.
Taulukko 3, Kalojen yleistä aineenvaihdutoaa kuvaavat nara
metrit (kS
=
p > 0,10; 0 < 0,10)
altistus ver8ailu muutos toarvo inerkito
parametri x 5D.
n=14 n=8
lihaksen:
H20 (%) 81,12± 2,31 81,70± 2,20 - 0,7 0,58 NS
prot (8) 14,66± 2,00 14,732 1,95 0,5 0,08
maksan:
qlyc f%) 0,81± 0,53 1,01 0,90 —20,3 0,59
prot (8) 16,34± 2,64 14,78± 1,32 +10,6 1,34
lip (8) 3,19± 0,40 3,18± 0,44 + 0,1 0,01 Nk
plamnan:
+ +
Na (mekv/l) 145 - 7 147 —12 — 1,4 0,45 NS
C1 (meJ/l) 133 5 128 ±10 + 3,9 1,30 kS
Ca2 fmekv/l) 4,49± 0,55 4,44± 0,61 + 1,1 0,19 Nk
2+ +
Mg (mekv/1) 2,10- 0,38 2,10— 0,23 0,0 0,00 kS
osm (mOs/kg) 303 ±4 289 ±22 + 4,8 1,61 Nk
prot (g/i) 34,0 1 6,5 34,0 ± 5,5 0,0 0,00 Nk
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Myrkyllisten aineiden poistamiseen liittyvistä entsyymeistä
määritettiin tässä työssä maksasta ns ensimmäisen vaiheen
entsyymeistä sytokromi P—450:n määrä ja kyseisen entsyymin
aktiivisuudesta riippuva 7-etoksikumariini-O-de-etylaasi-
aktiivisuus, Toisen eli konjugaatiovaiheen detoksikaatioent
syymeistä määritettiin beta-glukuronidaasin ja UDP-glukurono
syylitransferaasin aktiivisuudet Saadut tulokset on esitetty
taulukossa 4,
Taulukko 4. Detoksikaatioparametrit.
(NS p > 0,10; x = p < 0,05; xx p < 0,01)
altistus vertailu muutos t—arvo merkit-’
parametri S.D. S.D. (%) sevyys
maksan:
BG (nnol/
mgprot/min) (n)
UDP—GT (prl/
mgprot/min)
EXOD (pnol/
mgprot/min)
P—450 (mal/
mgprot/min)
Maksan aspartaattiaminotransferaasiaktiivisuus määritettiin,
jotta olisi varmistettu, että molemmat sumputusryhmät ovat
saaneet kokeen aikana saman määrän ravintoa, Plasman laktaat—
tidehydrogenaasiaktiivisuus määritettiin mahdollisten kudos
vaurioiden toteamiseksi. Hermoston toimintaan liittyvistä
parametreista taas määritettiin asetylkolinesteraasin aktii
visuus, Kyseisistä muuttujista saadut tulokset on esitetty
taulukossa 5.
parametri
Taulukko 5. Muut entsyymiaktiivisuustulokset.
(NS p > 0,10; 0
=
p < 0,10)
altistus vertailu muutos
± S.D. S,D. (%)
____
n=14 n=8
0,60± 0111(4) 0,56± 0108(8) + 6,6 0,94
529 ±32 405 (2) +30,5 7,45
77,5±13,0 42,2±11,0 (2) +83,6 3,47
114 ±78 118 ±46 (2) — 3,0 0,06
NS
x
NS
t-arvo merkit
sevyys
..]:
maksan:
PSAT (U/gprot) 168± 28 148- 32 +13,2 1,37 NS
plannan:
LDH fU/gprot) 83± 28 121± 49 —31,4 2,00 0
lihaksen:
/mt)16534167±38-1,4O,15NS
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Sumputuskokeisiin käytettyjen kalojen maksoista, sapesta ja
piasmasta sekä 57.l982 otetuista vesinäytteistä määritettiin
eräitten kloorattujen fenolien pitoisuudet Nämä tulokset on
esitetty taulukossa 6
Taulukko 6. Kalojen kudoksista ja vesinäytteistä määritetyt
klooratut fenolit (tuorepainoa kohti).
Trik1oori Tetrak1oori Pentak1oori
Nä’,te fenolit fenolit fenolit
k/ q
maksa, purku < 0,01 0,47 0,96
maksa, vertailu < 0,01 0,30 0,61
sappi, purku < 0,01 0,08 0,12
sappi, vertailu < 0,01 0,06 0,10
piasma, parku < 0,01 < 0,01 < 0,01
piasma, vertailu < 0,01 < 0,01 < 0,01
vesi, purku < 0,00001 0,00004 0,00007
vesi, vertailu < 0,00001 0,00003 0,00007
Vinyylikloridipitoisuudet määritettiin molempien umputettu
jen kalaryhmien kalojen maksoista ja sappirakoista ryhmittäin
yhdistetyistä kokoomanäytteistä Kaikkien näytteiden vinyyli
kloridipitoisuuden todettiin olleen alle 0,01 mg/kg
62 LUONNONKÄLAT
Vertailualueella ja jätevesien resipientistä verkkosarjoilla
saadut kalat on taulukoitu liitteeksi 3. Koska jätevesien
purkupaikalta ei saatu meritaimenia, jouduttiin vierasaine
entsyymimäärityksistä luopumaan ja keskittymään jäämäaine
analyyseihin
Äbo akademissa tehdyissä kloorattujen fenoleiden analyyseissä
ei kalojen maksoista ja sappinesteistä löydetty analyysitark
kuutta (< 0,1 mq/kg) ylittäviä kloorifenoleiden pitoisuuksia
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Jyväskylän yliopiston kemian laitoksella kalojen maksa- ja
sappinäytteistä tehtyjen haloformimääritysten tulokset on
esitetty taulukossa 7.
Taulukko 7. Maksa— ja sappinäytteiden haloformipitoisuudet
(mg/kg tuorepainoa kohti),
Näyte CH2C12 CHC13 CC14 C2C14
maksat:
hauki, Sköldvik - - - 2,4
kuha, 34 — — 1,5
särki, — —
— 2,2
turska, 520 — 6,4 6,1
meritaimen, vert. 115 - - 3,0
meritaimen, “ —
— 1 ,2 1 ,7
sapet:
turska, Sköldvik - - - 2,0
kuka,
— —
— 5,2
meritaimen, verta — —
— 1 ,0
meritaimen,
— —
— 1 ,1
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6 . 3 VESIKIRPPUTESTIT
Akuuteissa myrkyllisyystesteissä pysyi suurin osa vesikir
puista kaikkina näytteenottokertoina hengissä 100 prosentti—
sessakin jätevedessä yli 48 tuntia, joten LC0—arvo3a ei
voitu määrittää.
Pitkäaikaistestissä jätevesipitoisuuden lisääminen kasvatti
jossakin määrin vesikirppujen kuolleisuutta (taulukko 8),
mutta se ei kuitenkaan ylittänyt voimakkaimmassakaan käyte
tyssä konsentraatiossa 50 prosenttia, joten LC50-arvoja ei
voitu määrittää. Viimeisenä havaintokertana (21 vrk) emovesi—
kirppujen kuolleisuus ylitti kontrollikokeessa OECD:n (1982)
suosituksen suurimpana hyväksyttävänä pitämän 20 %:n rajan,
minkä vuoksi testi oli lopetettava.
Taulukko 8. Pitkäaikaistestjn elossa olevien vesikirppuen
lukumäärät testin aikana.
aika Jätevesilaimennus t%)
(vrk) 30 10 5,0 2,0 0,5 0,1 0,0
3 31 38 39 33 39 40 40
7 31 38 39 33 39 40
9 31 38 39 30 39 40 44
11 31 38 39 30 39 40 40
14 29 38 36 30 39 40 40
16 25 31 35 30 39 40 40
18 25 29 31 30 39 39 38
21 23 25 20 30 39 25 25
Lisääntymisvaikutukset olivat kolmessa voimakkaimmassa käyte
tyssä jätevesipitoisuudessa selvät (taulukko 9) kun taas
kolme muuta konsentraaniota eivät vaikuttaneet testin aikana
syntyneiden poikasten kokonaismäärään. Lisääntymisvaikutus
ten EC50-arvo sijoittui 5,0 ja 2,0 prosentin välille Tulok
set antoivat myös viitteitä lievistä stimuloivista vaikutuk
sista testin alussa pienissä jätevesipitoisuuksissa lisään
tymisen huipun siirtyessä aikaisemmaksi.
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Taulukko 9. Syntyneiden poikasten lukumäärä testin eri aikoi
na 40:tä emovesikirppua kohti painotettuna.
aika Jätevesilaimennus (%)
(vrk) 30 10 5,0 2,0 0,5 0,1 0,0
7 3,2 12,0 14,2 46,2 38,7 16,0 13,0
9 25,6 10,7 7,7 26,7 13,0 14,0 5,0
11 1,6 8,0 5,2 10,0 20,6 36,0 40,0
14 5,2 10,7 12,4 16,7 37,1 48,0 69,0
16 10,0 6,4 12,9 30,0 11,6 16,0 7,0
18 0,0 8,7 3,2 0,0 3,9 10,3 9,7
21 0,0 12,0 0,0 6,7 0,0 0,0 2,8
yht. (kpl) 45,6 68,5 55,6 136,3 124,9 140,3 146,5
osuus kont
rollista (%) 31 47 38 93 85 96 100
6.4 VESINÄYTTEIDEN JÄÄMÄÄINEPITOISUUKSIÄ
Jätevesien purkupaikalta sekä vertailupisteeltä Orrenkylän
selältä haettujen vesinäytteiden jäämäainepitoisuuksia on
esitetty taulukossa 10.
Taulukko 10. Jätevesien purkupaikalta ja vertailupisteeltä
haettujen vesinäytteiden jäämäainepitoisuuksia.
. Fenoli VCM 1 ,2-DCE DOP KlorofonniPaikka ‘aka(1982) mg/l mg/l mg/1 1ug/l ,ug/l
purku 11.5, 0,012 <0,01 <0,05
vertailu 11.5. 0,008 <0,01 <0,05
purku 0—2 m 24.5. 0,001 <0,01 <0,05 1,1
purku 5 m 24.5. <0,01 <0,05 <0,1
purku 10 m 24.5. <0,01 <0,05 0,7
purku 7.6. 0,04 <0,01 <0,05 1,89
vertailu 7.6. 2,88
purku 21.6. 3,43
vertailu 21 .6. 2,44
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Merivesitunnelin edustalta ja vertailupisteeltä haetuista
vesinäytteistä tehtyjen määritysten lisäksi a1i
eräiden aineitten pitoisuuksia myös jätevesinäytteistä.
Kyseiset tulokset on esitetty taulukossa 11.
Taulukko 1 1 Jätevesinäytteiden analyysituloksia.
Jätevesi Aika Fenoli VCM 1 DOP Mineraali’(1982) mg/l mg/l mg/l 1ug/l öljyig/l
muovitehdas 1 1 .5. 9,8 6 ,6
purku Ä7
muovi ,kenian 1 1 .5, 2 , 0 2,4
ja polystyree
nitehtaan
kokoana
kenian tehdas 7.6. 2 , 8 1 , 3 0,3
öljynjalos-’ 7,6. 0,047 0,58
taso
Merivesitunneliin jätevetensä laskevista tehtaista 11,5,1982
otettu kokoomanäyte valmistettiin sekottamalla näitä jäte
vesiä niiden virtaamien mukaisessa suhteessa.
6 . 5 MUTÄGEENISUUSTUTKIMUKSET
Mikään tutkituista näytteistä ei aiheuttanut käytetyissä
pitoisuuksissa revertanttipesäkkeiden määrässä tilastolli
sesti merkitsevää kohoamista kontrolleihin verrattuna. Posi
tiivisena kontrollina käytetty 2aminoantraseeni aiheutti
reversiofrekvenssin voimakkaan kasvun,
57
7, TULOSTEN TÄRKÄSTELU
Sumputuksen aikana merivesi lämpeni noin yhdeksän asteen
verran. Lämpötila pysyi kuitenkin koko ajan kirjolohelle
sopivalla alueella, joka Soivion ja Virtasen (1980) mukaan
0
on 1 - 18 C.
Kalojen ruokinta oli etenkin jätevesien purkupaikalla vai
linneen suhteellisen voimakkaan virtauksen vuoksi hankalaa.
Ruokinnan vaikeuksien vuoksi kalanrehua käytettiin kalakiloa
ja päivää kohti noin 50 grammaa, mikä on huomattavasti enem
män kuin kalanviljelylaitoksilla keskimäärin. Kalojen kunto
kertoimet olivat molemmissa sumputuspaikoissa suhteellisen
aihaisia, mikä johtui osaksi kalojen niukasta ruokinnasta
edellisen talven aikana ja osaksi ilmeisesti ruuan saannin
vähäisyydestä sumputuksen aikana. Täysin vailla ruokaa eivät
kalat kuitenkaan olleet olleet. Kalojen kuntokertoimissa
ei ollut jätevesien purkupaikan ja vertailupisteen välillä
tilastollisesti merkitsevää eroa.
Kalojen veren hapenkuljetuskykyä kuvaavissa parametreissa,
hematokriittiarvossa ja hemoglobiinipitoisuudessa ei altis—
tus aiheuttanut tilastollisesti merkitsevää eroa; niin ikään
punasolujen keskimääräinen hemoglobiinipitoisuus ja koko
olivat MCHC:n perusteella säilyneet muuttumattomina.
Plasmasta määritetyistä stressiä osoittavista suureista ei
hiilihydraattimetaboliaan liittyvässä glukoosipitoisuudessa
eikä punasolun tilavuuden säätelytilaa ja soluvaurioita
ilmentävässä kaliumpitoisuudessa ollut muutoksia vertailu-
ryhmän ja jätevesialtistuksen välillä. Plasman laktaatti
pitoisuuksien vertailemiseen Studentin t—testi soveltuu huo
nosti, koska on ilmeistä, etteivät piasman maitohappopitoi
suudet ole kalapopulaatioissa normaalisti jakautuneita.
Ältistetussa kalaryhmässä olivat plasman laktaattipitoisuu
det kohonneet selvästi kahdella kalalla neljästätoista ja
vertailuryhmässä oli hieman pienempi kohoaminen tapahtunut
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yhdellä kalalla kahdeksasta. F-testillä todettiin altiste—
tun ryhmän plasman laktaattipitoisuuksien varianssi 5 pro
sentin riskitasolla vertailuryhmää suuremmaksi, mikä osoit
taa hajonnan kasvaneen jätevesille altistetussa ryhmässä.
Lihaksen proteiinipitoisuuksissa ei ryhmien välillä ollut
eroja. Kalojen lihasten vesipitoisuusarvot olivat sekä ver—
tailupisteellä että altistetussa kalaryhmässä tavallista
korkeampia. Tämä saattaisi selittyä kaloissa sumputuksen ai
kana mahdollisesti tapahtuvaa pintakerroksen lievää vioittu
mista seuraavalla osmoottisen säätelyn ja ionitasapainon
häiriintymisellä. Ulkoisia vaurioita ei tosin kalojen silmä
määräisessä tarkastelussa havaittu. Myös mahdollinen osit
tainen nälkiintyminen on voinut kohottaa vesipitoisuutta.
Altistetussa ryhmässä vesipitoisuuksien keskiarvo oli hieman
pienempi — ero ei kuitenkaan ollut merkitsevä. Lievään muu
tokseen suola/vesi - tasapainossa viittasivat kuitenkin
myös altistetun ryhmän plasman kloridipitoisuuden ja osmo—
naalisuuden lähes suuntaa antavasti merkitsevät 4 — 5 pro
sentin suuruiset kohoamiset. Plasman ioni- (Na+, cC, Ca2
ja Mg2’) ja proteiinipitoisuuksissa ei ryhmien välillä kui
tenkaan ollut tilastollisesti merkitseviä eroja.
Maksan glykogeenipitoisuuksissa ei ollut ryhmien välillä
tilastollisesti merkitsevää eroa. Maksan proteiinipitoisnus
taas oli jätevesien purkupaikalla kohonnut tilastollisesti
suuntaa antavasti. Syynä muutokseen saattaa olla proteiini
synteesin stimuloituminen esim. vierasaineenvaihdunnan vil
kastumisen takia tai maksan vesipitoisuuden vähentyminen,
jotka molemmat ilmeisesti ovat melko tavallisia ympäristö—
muutosten vasteita. Maksan lipidipitoisuuksissa ei ryhmien
välillä ollut eroja.
Altistettujen .kalojen maksoissa ei ollut tapahtunut muutosta
kudosvaurioita ja ravitsemustasoa indikoinn asparta4ttir
aminotransferaasin aktiivisuuksissa, joten molempien ryhmien
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sumputuksen aikana saama ravinnon määrä oli ollut samaa ta
soa. Piasman laktaattidehydrogenaasiaktiivisuuksissa oli
tapahtunut merkitsevyydeltään suuntaa antava väheneminen
altistetussa kalaryhmässä. Hermostollisia vaikutuksia mdi
koivan asetylkolinesteraasin aktiivisuudessa ei ryhmien vä
lillä ollut eroja.
Ensimmäisen vaiheen detoksikaatioentsyymeistä ei sytokromi
P-450:n määrässä tapahtunut muutoksia. Sen sijaan sytokromi
P-450:n aktiivisuutta osoittavan 7-etoksikumariini-O-de-
etylaasin aktiivisuudessa oli tapahtunut tilastollisesti
jokseenkin merkitsevä 84 prosentin suuruinen kohoaminen,
mikä ilmentää stimuloitunutta vierasainemetaboliaa. Payne ja
Fancey (1981) ovat todenneet maksan MFO-entsyymien (Mixed
Function Oxidase), joihin sytokromi P-450:kin kuuluu, akti—
voituvan kirjolohilla, joita on altistettu klooratuilla
hiilivedyillä ja ftalaateilla.
Toisen vaiheen detoksikaatioentsyymeistä ei beta-qlukuroni
daasin aktiivisuuden kohoaminen ollut tilastollisesti merkit
sevää, kun taas UDP—glukuronosyylitransferaasin aktiivisuus
kohosi merkitsevästi noin 30 %, Muutos osoittaa maksassa
tapahtunten vierasainemetabolian stimuloitumista. Goldstein
ym. (1917) ovat todenneet pentakloorifenolin, jota jäteve
sien purkupaikalla sumputetuista kaloista löytyi vertailu-
pisteen kaloja enemmän, kohottavan UDP-GT:n aktiivisuutta.
Tarkasteltaessa tuloksia kalayksilöittäin (liitteet 1 — 4)
voidaan todeta, että altistetun ryhmän kala nro 1 ja vertai
luryhmän kala nro 21 ovat näytteenottohetkellä olleet jo
varsin huonokuntoisia. Kyseisten kalojen veren hapenkuljetus—
kyky oli heikentynyt ja ionitasapaino häiriintynyt, minkä
seurauksena lihaksen vesipitoisuudet olivat kohonneet poik
keuksellisen korkeiksi. Kalojen kunnon heikkenemisen vuoksi
on ilmeistä, ettei nyt käytetyn kaltaista sumputusjärjeste
lyä voida ainakaan voimakkaasti virtaavassa vedessä käyttää
juurikaan yli kolmea viikkoa.
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3äämäainepitoisuusmäärityksissä todettiin jätevesissä olevan
mitattavia pitoisuuksia vinyylikioridia ja 1 ,2dikloorietaa
nia. Merivesitunnelissa tapahtuvan laimenemisen sekä ulkona
tapahtuvan haihtumisen takia ei näitä aineita voitu enää
jätevesien purkupaikalta löytää mittaustarkkuuden ylittäviä
määriä. Myöskään sumputettujen kalojen kudoksista ei vinyyli
kloridia löydetty. Määritystarkkuus tosin oli tässä tutki
muksessa heikompi kuin Pekema Oy:n katselmustoimituksen h
teydessä vuonna 1979 tehdyissä analyyseissä eikä tällöin tai
menen maksasta löydettyjä vinyylikioridipitoisuuksia olisi
voitu nyt havaita, Dioktyylittalaattia havaittiin sen ainoa
na määrityskertana jätevesien purkupaikalla pieninä pitoi
suuksina. Sumputettujen kalojen kudoksista ei ftalaattimää
ritys onnistunut korkeitten taustapitoisuuksien vuoksi.
Kloorattujen fenolien määrä oli sekä purkupaikalla että ver
tailupisteellä vähäinen eikä paikkojen välillä ainakaan
näytteenottohetkellä ollut eroja. Kudosnäytteistä tehdyssä
kloorattujen fenoleiden analytiikassa oli menetelmän tark
kuus jonkin verran heikompi kuin vesinäytteiden kohdalla
Trikloorifenoleita ei kaloista löydetty eikä kalojen plas
masta voitu havaita tetra- tai pentakloorifenoleita Sen si’
jaan maksan ja sapen tetra— ja pentaklooriienoleiden nitoi
suudet olivat huomattavan korkeita purkupaikan pitoisuuksior
ollessa vertailupistettä keskimäärin 42 2 korkeammat. Vesi
näytteitä kvmmentuhatkertaisesti korkeammat pitoisuudet mak
sassa eivät ilmeisesti voi selittyä yksinomaan bionkkumui as
tiolla; on mahdollista, että sumputuspaikkojen vedessä on
ajoittain ollut vesinäytteenottohetken ylittäviä kloorattu
jen fenoleitten pitoisuuksia tai sitten ainakin osa kontami
naatiosta oli tapahtunut jo kalanviljelylaitoksella.
Koska sumputettuja kaloja ruokittiin kalarehulla, ei kysei
sessä kokeessa voitu tehdä havaintoja luonnon ravintoketju—
jen yleensä varsin huomattavasta osuudesta bioakkumulaatio—
pro sessissa.
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Luonnosta kevättalvella pyydettyjen kalojen kudoksista ei
kloorattuja fenoleja havaittu. Haloformimäärityksissä löy
dettiin eniten dikioorimetaania, jota oli suurin pitoisuus
purkupaikalla pyydetyn turskan maksassa (520 ppb). Dikioori
metaania löydettiin lisäksi yhdestä vertailualueen meritai—
menesta (115 ppb) ja purkupaikalta saadusta kuhasta (34 ppb).
Muiden haloformien määriä voidaan pitää vähäisinä. Trikloo
rimetaania eli kloroformia ei ollut yhdessäkään näytteessä.
Hiilitetrakioridia oli 1 ppbn analyysitarkkuuden ylittävä
määrä yhdessä purkupaikalta pyydetyn ja yhdessä vertailu-
alueelta pyydetyn kalan maksassa. Tetrakioorietyleeniä löy
dettiin kaikista tutkituista näytteistä yhdestä kuuteen
ppb, mitä ilmeisesti voidaan nykyisin pitää suhteellisen
pienenä aitoisuutena (J.Tarhanen, suull. tied. 1983).
Kloroformin puuttuminen maksanäytteissä johtui mahdollisesti
sen nopeasta metaboloitumisesta maksassa. Sappinäytteet oli
vat haloformimäärityksissä maksanäytteitä puhtaampia, lähes
nollanäytteen veroisia.
Jäämäaineanalyysejä vaikeutti valmiiksi sisäänajettujen ana
lyysimenetelmien puuttuminen, minkä lisäksi tulosten tulkin
taa haittasi perustietojen puute siitä, mitkä jätevesien
sidltämät yhdisteet ovat vesiekosysteemille aiheutuvan ris
kin kannalta keskeisimpiä,
Tehdyissä mutageenisuustesteissä ei mikään tutkituista näyt-
teistä aiheuttanut reversiofrekvenssin kohoamista kontrolli—
kokeita korkeammaksi. 2—aminoantraseenin positiivisissa
kontrollikokeissa aiheuttama reversioperäkkeiden määrän voi
makas lisääntyminen osoitti kokeissa käytetyn metabolisen
aktivaatiojärjestelmän toimineen asianmukaisesti. Amesin
testeissä käytettyä Salmonella typhimurium—testikantaryhmää
(TA 97, TA 98 ja TA 100) pidetään herkkänä ja kattavana
(WHO 197$, Liimatainen 1983) . Kannat TÄ 97 ja TA 9$ osoitta
vat frame shift- eli vaiheensiirtymämutaatioita, kun taas
kanta TÄ 100 indikoi emäsparisubstituutioita. Tutkittujen
teollisuuslaitosten jätevesien puhdistusmenetelmät pystyvät
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ilmeisesti alentamaan mutageenisten aineiden pitoisuudet
ympäristössä vaikuttamattomalle tasolle, koska konseutroi—
dutkin jätevesinäytteet antoivat testissä negatiivisen tu
loksen. Myöskään mutageenien akkumuloitumista purkupaikan
pohjasedimentteihin tai petokaloihin ei voitu osoittaa.
Mikään tutkituista jätevesinäytteistä ei ollut pnia
magnalle akuutisti letaali. Myös kolmen viikon mittaisessa
pitkäaikaistestissä tappava myrkyllisyys osoittautui vähäi
seksi. Sen sijaan jätevesi vaikutti vesikirppujen lisäänty
miseen, mikä tukee kirjolohien sumputuskokeesta saatua vie—
rasaineenvaihdunnan vilkastumisca osoittavaa tulosta Vesi—
kirpuilla vaikutukset syntyvien poikasten lukumäärään kui
tenkin loppuivat jo noin 10 kertaa merivesitunnelissa esiin—
tyvää pitoisuutta suuremmassa konsentraatiossa, Tulos osoit
taa laitosten laskevan mereen lisääntymistoimintoihin vaikut
tavia yhdisteitä, jotka kuitenkin laimenevat enTIen mereen
joutumistaan ainakin 5. magnaan vaikuttamattomalle tasolle
Merkille pantavaa oli myös, että osa vesikirpuista pystyi
lisääntymään 30 prosenttisessakin jätevedessä, Syntyneiden
poikasten lukumäärä ei tosin ollut. läeskään riittävä pysy
vän populaation ylläpitämiseen luonnon oloissa, mutta tulos
indikoi kuitenkin eri yksilöiden välillä olleen suuria Pari—
kyyseroja. Vesikirppujen lisääntminen alitti ko;rtrviii
kokeessa OECD:n suosittaman minimimäärän, Kyseinen määrä eri
kuitenkin myös Nordforskin (1982) mukaan liian suuri, eikä
Nordforskin Pohjoismaat kattaneessa vertailevassa ring—
testissä siihen päässyt kuin yksi laboratorio.
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8. JOHTOPÄ)TöKSET
8.1 KIRJÄLLISUUSTUTKIMUS
Toksisuustutkimuksia on tehty jätevesillä myrkyllisyysongel
man laajuuden huomioon ottaen vielä varsin vähän. Toksisuus—
testaukset lienevät kuitenkin hitaasti tulossa yhdeksi teol—
lisuusjätevesien rutiinitutkimusten osaksi. Testauksen pri—
maarisena tavoitteena on jätevesien sisältämien myrkyllisten
aineiden vesiekosysteemille aiheuttamien haittojen mahdolli
simman luotettava arviointi. Optimitesti olisi näin ollen
sellainen, joka koostuisi luonnon ekosysteemin päätekijöistä
ja sallisi niiden luonnonmukaisen keskinäisen vuorovaikutuk
sen. Tällaisen testin järjestäminen ja testin tulosten tul
kinta on perustietojen puutteen vuoksi kuitenkin vielä erit
täin vaikeaa. Käytännössä joudutaankin tyytymään huomatta
vasti yksinkertaisempiin ja ekotoksikologiselta relevanssil
taan heikompiin testeihin. Yksinkertaisten testien etuna
ovat kuitenkin yleensä helpommin tulkittavat tulokset. Aina
ei ole edes mielekästä pyrkiäkään täydelliseen ekologiseen
relevanssiin esim. seulontatesteiksi soveltuvat yksinker—
taset ja nopeat testimenetelmät huomattavasti paremmin
(L;igi & Nikunen 1982)
Vaikka tässä kirjallisuusselvityksessä onkin keskitytty jäte
vesien myrkyllisyyskysymyksiin, ei toksisuuden jyrkkä erotta
minen jätevesien muista haittavaikutuksista, kuten ravinteis—
ta, väristä, hapenkulutuksesta ja kiintoainepitoisuudesta,
ole mielekästä eikä käytännössä aina mahdollistakaan, Jäte
vesipäästöjen hyväksyttävyyttä ja lisätutkimusten tarpeelli
suutta harkittaessa olisi toksisuustestitulosten lisäksi
otettava huomioon jäteveden fysikaalis-kemialliset ominai
suudet, volyymi ja resipientin ominaisuudet.
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Vesistökohtaisesti olisi otettava huomioon (Linden ym
1981, Langi & Nikunen 1982):
1) laimenemisolot, joissa erityistä huomiota tulee kiinnit
tää huonoimpiin oloihin
2) veden lämpötila vuoden aikana, resipientin jääpeite
3) veden laatu (kovuus, pH jnej ja eliölajisto (mm. herkät
tai ulianalaiset lajit)
4) vesialueen muu kuormitus
5) resipientin käyttö muihin tarkoituksiin.
Jäteveden konsentraatioiden selvittäminen purkuvesistössä
vuoden epäedullisimpana aikana antaa käsityksen jäteveden
vaikutusalueen koosta, Myös vedenlämpö vaikuttaa usein voi
makkaasti esim 1O°C n lampotilan noesun on Linctenin m
(1981) mukaan monesti todettu alenta\ran LC50—artoa 5f % ila
ja toisaalta taas aihaiset veden lämpötilat hidastavat bio
logista ja kemiallista hajotustoimintaa. Vesistön vedeniaatu
vaikuttaa usein toksisuuteen voimakkaasti (ks. 2.37) , mikä on
parhaiten otettavissa huomioon jo testiä suoritettaessa.
Vesistön nuut käyttötarkoitukset vaikuttavat ihmiseen koh3is
tuvaan riskijn huomattavasti Esim. mikäli vesialueelli
joitetaan kalastusta tai sitä käytetään raakavesiiähreenk
tulisi mm. mutageenisten la bioakkumaloituvien
töihin kiinnittää erityistä huomiota,
Testieliölajeja valittaessa ovat vaihtoehtoina yleensä eri.
laiset kansainväliset standarditestilajit tai paikalliset
resipientin eliölajit. Jätevesiä testattaessa on tavallisim
min tavoitteena saada kuva niiden vaikutuksesta purkuvesistö—
jen eliöstöön, Tällöin tulisi käyttää kyseisessä vesistössä
esiintyviä herkkiä lajeja ja tinkiä näin jossakin määrin tu—
losten vertailukeipoisuudesta. On tosin todettava, että
uuden lajin käyttöönotto aiheuttaa testejä tekevässä lanora—
toriossa aina käytännöllisiä ongelmia ja lisää siten testien
kustannuksia. Toisaalta joudutaan myös päättämään, käytetään
kö yleensä varsin rajalliset tutkimusresurssit yksittäisellä
lajilla tehtävään tarkkaan tutkimukseen, vai tehdäänkö
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useilla lajeilla vähemmän tarkkoja kokeita. Koska lajien
herkkyyksissä on todettu usein suuria eroja ja testauksen
tavoitteena on luoda mahdollisimman hyvä kuva tutkimuksen
kohteen aiheuttamista ympäristöhaitoista, voitaneen useim
missa tapauksissa pitää suositeltavimpana testaamista useil
la eri lajeilla. Käytännössä edellä mainittujen vaateiden
toteuttaminen on erittäin vaikeaa, sillä Suomessa luonnon—
varaisia lajeja on käytetty varsin vähän testieliöinä eikä
yhtenäistä menettelyä ole lähivuosina odotettavissa.
Teollisuusjätevesien toksisuustestauksessa käytettävän mene
telmän tulisi olla herkkä ja sen tulisi antaa luotettava
kvantitatiivinen, jäteveden myrkyllisyyttä kuvaava tulos.
Ulkomailla ja Suomessa ovat yleisimmin käytössä kaloilla
suoritettavat LC50-testit, Nämä testit ovat suhteellisen yk
sinkertaisia ja niistä saatavien tulosten tulkitseminen on
yleensä helppoa. Kuitenkaan jätevesipitoisuuksia, jotka oli
sivat akuutisti tappavia ei esiinny kuin hyvin suppealla
alueella jätevesien purkupaikan lähellä. Todelliset, luonnos
sa esiint’vät pitoisuudet ovat vesiorganismeille yleensä
subletaaleja, joten akuuttia letaalia toksisuutta mittaavien
T’okeiden tuloksia voidaan pitää jätevesien vesistövaikutuksia
ariioitacssa lähinnä viitteellisinä. Pitkäaikaisesti suble—
taaleissa pitoisuuksissa haitallisimmat aineet saattavat myös
olla kokonaan toisia kuin ne, joiden vaikutuksiin akuutisti
tappava toksisuus perustuu, mikä tekee erilaisten esim.
LC0arvoista laskettavien turvakertoimien käytön erittäin
kyseenalaiseksi. Tutkimusten pääpaino tulisikin kohdistaa
vesistöjen ja muun ympäristön kannalta tärkeimpien subletaa—
lien ja kroonisten myrkkyvaikutusten ja niiden vähentämis
menetelmien tutkimiseen.
Teollisuusjätevesien toksisuuden rutiiniseurannan kannalta
eivät subietaalitesteissä käytetyt menetelmät kuitenkaan ole
vielä niin pitkälle kehitettyjä, että niiden laajempaan ru
tiinikäyttöön voitaisiin ryhtyä. Sen sijaan lyhytaikaistes
teissä käytettävissä menetelmissä ollaan jo kansainvälisen
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standardojnnjn asteella, Yhtään puhtaasti subietaalin toksi
suuden mittaamjseen suunniteltua standardja ei ilmeisesti
vielä missään maassa ole. Kansainvälisten suositusten ja eri
maissa vallitsevan käytännön välillä on siis selvä ristirii
ta: jätevesipäästöjä valvovat viranomaiset eivät ilmeisesti
ole missään saaneet testausrutiinejaan läheskään suositusten
edeliyttämälle tasolle.
Toksisuustestien määrän voidaan mm. yleisen kansainvälisen
suuntauksenkii perusteella ennustaa lisääntyvän lähitulevai
suudessa voimakkaasti, Ensimmäisessä vaiheessa tultaneen te
kemään eniten akuutin toksisuuden testauksia, tosin myös
fysiologisilla kalatesteillä on Suomessa vahva tutkimukselli
nen asema. Myöhemmin on ilmeistä, että lyhytaikaisia testejä
tullaan yhä enemmän käyttämään kemikaalitestauksest saatauan
esimerkin muaisesti p1ticaaikastestien esitestuina,
Jäteveden mvrkkyvaikutusten selvittämiseen tulisi kuulua
ainakin seuraavien asioiden tutkiminen:
—
akuutti toksisuus
krooninen toksisuus
genotoksisuus
—
akkumuloituininen ja
hajoavuus.
8 .2 KOKEELLINEN TUTKIMUS
pEa magna—vesikirpuilla tehtyjen LC50-arvornääritysten
perusteella voitiin todeta, etteivät kemiantehtaiden, muovi
tehtaan, polystyreenitehtaan ja öljynjalostamorj jätevedet
olleet kyseiselle lajille akuutisti tappavan myrkyllisiä,
Niin ikään merivesitunnelista ulostulevan veden vaikutukset
purkupaikalia sumputettujen kirjolohien fysiologiaan osoit
tautuivat melko vähäisiksi. Äinoat selvät muutokset tapah—
tuivat kalojen maksoissa, joissa voitiin osoittaa kahden
vierasa ineita metaboloivan entsyymin aktiivisuuden kohoaminen
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ja ilmeisesti näihin muutoksiin liittyen proteiinisynteesin
lievä stimuloituminen. Kyseiset muutokset osoittivat kalojen
alkaneen aktiivisesti poistaa elimistöstään ulkopuolelta tul
leita ja heikosti vesiliukoisia yhdisteitä. Vierasaineet ei
vät kuitenkaan olleet sumputukseen käytetyn kolmen viikon
aikana ehtineet vaikuttaa kalojen muuhun fysiologiseen ti
laan, kuten suola/vesi—tasapainoon tai energia—aineenvaihdun—
taan, haitallisesti. Kaloihin vaikuttaneita yhdisteitä ei
jäämäaineanalyysien perusteella voitu varmuudella tunnistaa.
Detoksflcaatiometabolian kasvun tärke 1 ‘nmät haittavaikutukset
liittyvät kuitenkin usein entsyymitoiminnan muutosten ai
heuttamaan lisääntymistoimintojen häiriitymiseen. Jäteveden
vaikutuksia lisääntymiseen tutkittiin vesikirpuilla kolmen
viikon mittaisella kokeella, jossa todettiin lisääntymistä
estävän vaikutuksen alkavan 2 — 5 prosentin pitoisuudessa.
Merivesitunnelissa tapahtuvan laimenemisen vuoksi ei näin
suuria konsentraatioita edes purkupaikalla esiinny, joten
ainakin Daphnia magna pystyisi jätevesipitoisuuksien puoles
ta alueella lisääntymään.
Sköldvikin alueen teollisuuslaitosten jätevesipäästöillä ei
käytetyillä menetelmillä voitu osoittaa olevan geneettisiä
vaikutuksia. Tehdyt &uesin mutageenisuustestit antoivat ne
gatiiviset tulokset paitsi kaikista jätevesinäytteistä myös
pohjasedimenttinäytteistä ja kalojen maksoista valmistetuis
ta uutteista. Koska Neste Oy:n Porvoon tuotantolaitosten kui
tenkin tiedetään käsittelevän monia mutageenisia yhdisteitä,
voidaan Amesin testien negatiivisia tuloksia pitää osoituk
sena kyseisten laitosten jäteveden puhdistuksen toimivuu—
desta.
Tämän tutkimuksen sekä Talsin (1983) bakteeri- ja levätes
teistä saamien tulosten perusteella ei Sköldvikin laitosten
jätevesien käsittelymenetelmiä voida tutkimusajankohtana pi
tää myrkyllisten aineiden vähentämisen kannalta riittämättö
minä.
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9. TIIVISTELMÄ
Työn kirjallisuusosan tavoitteena oli luoda yleiskatsaus
jätevesien toksisuustestausmenete].miin, minkä lisäksi huo
miota kiinnitettiin myös erilaisten kansainvälisten ja kan
sallisten järjestöjen testisuosituksiin.
Kokeellisen osan tavoitteena oli selvittää Sköldvikin alueen
teollisuuslaitosten jätevesien myrkkyvaikutuksia. Kalafysio
logisia vaikutuksia arvioitiin purkupaikalla ja vertailu-
alueella sumputettuja kirjolohia tutkimalla. Kyseisistä ka
loista määritettiin 25 erilaista fysiologista muuttujaa.
Eräiden jätevesikomponenttien pitoisuuksia määritettiin pur
kupaikan vedestä sekä bioakkumulaation selvittämiseksi suin
putettujen ja luonnosta kevättalvella pyydettyjen kalojen
kudoksista.
Jätevesipäästöjen akuuttia myrkyllisyyttä sekä vaikutuksia
lisääntymiseen selvitettiin tekemällä testejä P!phnia magna
vesikirpuilla. Geneettisiä vaikutuksia tutkittiin tekemällä
jätevesinäytteistä ja purkupaikalta pyydettyjen kalojen mak
soista sekä pohjasedimentistä valmistetuista uutteista ns.
&nesin mutageenisuustestejä.
Akuutin myrkyllisyyden selvitysnenetelmien todettiin olevan
kansainvälisen standardoinnin asteella. Näin ollen edellytyk
set kyseisten menetelmien käyttöönotolle toksisuuden rutiini
seurannassa ovat olemassa. Sen sijaan subletaalin myrkylli
syyden tutkimusmenetelmät eivät vielä ole korkeampien vesi-
eliöiden osalta saavuttaneet standardoimistasoa. Koska vesis
töissä esiintyvät jätevesipitoisuudet ovat vain harvoin akuu
tisti tappavia, tulisi tutkimuksen painopiste kohdistaa sub
letaalien myrkyllisyystestimenetelmien kehittämiseen. Tule
vaisuudessa lyhytaikaisia testejä tultaneen yhä enemmän käyt
tämään kemikaalitestaukssesta saatavan esimerkin mukaan pit—
käaikaistestien esikokeina.
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Neste Oy:n Sköldvikin laitosten jätevedet eivät olleet
Daphnia magnalle tappavan myrkyllisiä. Kemiantehtaafl, poly
styreenitehtaan ja muovitehtaan jätevesien fysiologiset vai
kutukset purkupaikalla sumputettuihin kaloihin osoittautui
vat niin ikään vähäisiksi. Ainoat selvät muutokset tapahtui
vat kalojen maksoissa, joissa tärkeimpinä muutoksina voitiin
todeta kahden vierasaineita muokkaavan entsyymin aktiivi—
suuksien kohonneen. Koska detoksikaatiometabOlian vilkastu—
misen keskeisimmät haittavaikutukset liittyvät usein lisään
tymistoimintojen häiriintymiseen, tehtiin kyseisellä jäte
vesiseoksella pitkäaikaistesti na—vesikirpuilla.
Kokeessa todettiin jäteveden lisääntymistä estävän vaikutuk
sen alkavan 2 - 5 prosentin pitoisuudessa. Alueen jäähdytys—
vesitunnelissa tapahtuvan laimenemisen vuoksi ei purkupai—
kaila kuitenkaan näin suuria konsentraatioita esiinny, joten
ainakin pa pystyisi alueella jätevesipitoisuuk
sien puolesta lisääntymään.
Pniesin mutageenisuustestit antoivat negatiiviset tulokset
kaikista jätevesinäytteistä sekä pohjasedimentistä ja kalo
jen maksoista valmistetuista uutteista, Alueen jätevesipääs—
töiliä ei näin ollen voitu käytetyillä menetelmillä osoittaa
olleen geneettisiä vaikutuksia.
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LIITE 5
Vertailu- ja tutkimusalueelta saadut kalat 1983
Paikka Laji pvm. Paino
1 ,9
2,0
1,5
II
9.3.
1 0.3.
14.3.
suku- näytteet
puoli
ma, sa
II
!1
vertailu
Sköldvik
II
meritaimen
fl
fl
II
II
särki
“ 1,3 0’
1
,
9
“ 1 ,2 II
8.3. 0,15 ma
18.3. 0,35
siika 10.3. 0,60 ma
hauki 12.3. 3,00 ma, li
Silakka 14.3. 0,20 ma
kuha 18.3. 3,30 ma, sa
turska 10.3. 1,00 ma
“ 18.3. 0,70 11
“ 0,55 d ma, sa
1 1 21.3. 0,70 ma
! II 0,70 0
—
fl 1! 0 ,50
II fl II 0,50
“ 24.3. 0,60 o’
11 0,70 ma,sa,li
ma = maksa, sa = sappi ja li = lihas
